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概 要 
 
現在世界の人口は 70 億人を超え増加の一途を辿っており、食料の確保がやがて直面する大きな
課題として挙げられている。人々が健康を維持するには豊富なタンパク質が必要であり、未利用
のタンパク源・食料資源として昆虫食が注目されており、その中でも蜂の子に着目した。蜂の子
とは、ミツバチの幼虫や蛹であり、アミノ酸、フィトステロール、フィトエストロジェン (リグ
ニン、フラボノイド) などを含有し栄養価が高いことから、東アジア地域において古くから伝統
的代替医療に用いられてきた。中国の薬物学書「神農本草経」にも収載されており、効果として
は「頭痛を治す」、「元気を補う」、「美肌効果」などが挙げられている。一方、養蜂における雄ミ
ツバチは、生殖の為だけに存在するもので利用価値は極めて低く、不要資源とされており、蜂の
子の利用が拡大すれば養蜂業の発展にも寄与できる。近年この不要資源の活用を指向し、蜂の子
を利用した健康食品が数多く商品化されているが、作用機序を含めた科学的な検証は極めて少な
い。蜂の子資源を十分に有効利用するためには、その機能性に関する研究は必要不可欠であると
考える。 
蜂の子の機能性解明の研究は、生産現場において利用価値のない雄ミツバチに価値を付与する
とともに、薬物学書においても様々な効果が謳われている機能について、学術的にも新たな知見
を与えるものである。本研究では蜂の子の機能性を評価するにあたり、その生理活性、特に免疫
調節ポテンシャルに焦点を当てた展開を図ることを目的に据え、免疫システムの破綻が一病因と
され、罹患者が増え続けている悪性腫瘍に対する効果及びアトピー性皮膚炎に対する効果につい
て検証することとした。 
本研究では、産卵後 21 日目の雄ミツバチの蛹を凍結乾燥した粉末である蜂の子末 (Honey bee 
larvae powder, HLP) と HLP を 70%エタノールで抽出した蜂の子抽出液 (Honey bee larvae extract, 
HLE) を調製し、悪性腫瘍及びアトピー性皮膚炎に対する蜂の子の生理活性評価とそのメカニズ
ム解析を行った。 
本研究成果は、以下の通りである。 
1. メラノーマ、乳がん担持マウスにおける蜂の子末経口摂取の影響 
BALB/c マウスに乳がん細胞 4T1-LUC を皮下に接種し、HLP 経口摂取による抗腫瘍効果を評価
した結果、腫瘍の重量及び体積は用量依存的に減少傾向が認められた。陽性対照群と比較し、HLP
の投与により炎症マーカーである TNF-α は減少した。H&E による腫瘍組織の染色の結果、 HLP
の投与が腫瘍に対する細胞死を誘起していると示唆された。CD31 による組織学的分析から、HLP
の投与により腫瘍の血管新生の抑制が確認された。 
次に BALB/c マウスにメラノーマ細胞 B16-F10 を尾静脈注射することにより、転移抑制効果を
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確認したところ、陽性対照群では、メラノーマの顕著な肺転移が見られたのに対し、HLP 投与群
では、陽性対照群と比較し、用量依存的に腫瘍重量が減少した。脾臓重量に関しては全ての試験
群において有意差は認められなかった。末梢血のフローサイトメトリーの結果より、HLP は、CD8+ 
細胞ではなく、CD4+ 細胞を活性化することが示唆され、蜂の子の抗腫瘍メカニズムの一旦を解明
した。 
2. 蜂の子抽出液を用いての in vitro 系における生理活性評価とメカニズム解析 
ヒト乳がん細胞 MDA-MB-231 及び MCF7、マウスメラノーマ細胞 B16-F10、マウス乳がん細胞
4T1-LUC、ヒト正常線維芽細胞 TIG3 及びヒト胎児線維芽細胞 MRC5 の細胞存在率は、HLE の添
加濃度によらず、ほぼ一定であることが示された。蜂の子自体に直接腫瘍細胞を壊死させる効果
は認められず、また、正常細胞に対しても悪影響は認められなかった。マクロファージ (RAW 
264.7) の細胞存在率は、HLE の添加濃度依存的に向上し、HLE 125 μg/mL の添加量から有意に向
上していた。DOX の添加により、RAW 264.7 細胞の細胞存在率が著しく低下し、RAW264.7 細胞
中のアポトーシス誘導に関与する Caspase 3 の発現が低下し、顕著なアポトーシス誘導が認められ
たが、HLE の添加により、細胞存在率の回復が認められ、Caspase 3 の発現も活性化され、濃度依
存的にアポトーシス誘導が抑制された。H2O2の添加により、RAW 264.7 細胞の細胞存在率は著し
く低下したが、HLE の添加で細胞存在率の回復が認められた。リポ多糖 (LPS) の添加により、
RAW264.7 細胞の NO 及び IL-6 は増加したが、HLE を添加すると、濃度依存的に NO 及び IL-6 の
産生が抑制された。マウスメラノーマ細胞 B16-F10 及びマウス乳がん細胞 4T1-LUC に対し、HLE
を添加すると、濃度依存的に EZH2 mRNA の発現が抑制され、根幹となるメカニズムは、EZH2
を介した免疫調節機能であることが示唆された。 
3. 蜂の子末の経口摂取が NC/Nga マウスに及ぼすアトピー性皮膚炎改善効果 
2, 4, 6-Trinitrochlorobenzene (TNCB) にてアトピー性皮膚炎を誘発させた NC/Nga マウスを用い
て、HLP のアトピー性皮膚炎改善効果を評価した。陽性コントロール群では顕著な皮膚炎徴候が
認められたことに対し、HLP 混合飼料投与群においては皮膚炎徴候を用量依存的に抑制した。陽
性対照群では耳介の顕著な肥厚及び変形が認められたことに対し、HLP 混合飼料投与群において
は、当該徴候の抑制が認められた。皮膚炎スコアにおいては、陽性対照群と 0.5%及び 1.0% HLP
添加飼料投与群との間に有意差が認められた。HLP の投与により、マウス血清の IgE、IL-4 及び
IFN-γの上昇を抑制した。皮膚 IL-18 及び IL-12 についても同様、上昇を抑制した。よって、HLP
には免疫の過剰反応を抑制することで、アトピー性皮膚炎の病態を軽減する機能があることが明
らかになった。 
4. 蜂の子末の経口摂取がヒト・軽度アトピー性皮膚炎に及ぼす影響  
ヒトでの有効性を明らかにする目的で、軽度アトピー性皮膚炎罹患者を対象に、HLP を 1 日 1000 
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mg 、12 週間摂取させ、非特異 IgE、血清 TARC 値の検査、医師の問診及びアンケート調査によ
って、アトピー性皮膚炎に対する改善効果を評価した。HLP 摂取前と比較して、接種 12 週後にア
トピー性皮膚炎素因である非特異的 IgE が低下する傾向が認められた。一方、TARC 値について
は、試験対象者が元々正常範囲内の数値であったこともあり摂取前後で変化はなかった。医師の
問診とアンケートの結果、頸部皮疹の面積と皮膚の症状に関連する感情やストレスの項目が改善
したことが示された。以上の結果より HLP の継続摂取により免疫の過剰反応を抑制することがヒ
トにおいても示唆され、アトピー素因や皮膚症状を改善することが明らかになった。 
上記研究結果より蜂の子は、T 細胞を刺激し、免疫の過剰反応を抑えることで、アトピー性皮
膚炎緩和作用を示し、一方で、悪性腫瘍に対しては免疫を活性化することで抗腫瘍効果を示すこ
とが明らかとなり、免疫調節機能があることを科学的に世界で初めて実証した。さらにこの免疫
調節の上流には免疫反応の調節役として着目されている EZH2 の関与が示唆され、機能性食品と
してだけでなく、臨床医学の分野での活用も期待される新知見を得た。 
 
Keywords: Honey bee larvae, Tumor suppression, Atopic dermatitis, Immunomodulatory  
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第1章 序論 
1.1 社会的背景 
現在、世界全体では人口が 70 億人を超えて増加の一途をたどっており、2015 年に発表された
国際連合 (国連) の予測では 2050 年の世界人口は 2000 年比で 1.5 倍の 97 億人に及ぶと見込まれ
ている。人口が拡大する中で食糧の確保がやがて直面する大きな課題として挙げられている。2009
年発表の国連食糧農業機関 (FAO) のシミュレーションによると、90 億人を超える人口を養うに
は、食料生産全体を 2000 年比で 1.7 倍引き上げる必要があるとされている一方、農畜産物の収量
はいずれも食糧需要に対し下回る予測となっており、とりわけ人口増加が激しい中国やインドな
どアジア圏では食糧需要と供給の乖離が大きく拡大するとされている。アジア圏では特に、畜産
物については食生活の欧米化なども影響し、需要に生産が追いつかず欧米からの輸入の拡大が予
測されている。畜産物はタンパク源として重要だが、農作物に比べて単価が高いため、発展途上
国の特に貧困地域においては入手が困難となる可能性も考えられる。 
ヒトが健康な体を維持するには豊富なタンパク質が必要であり、一般的には肉類、魚類、穀類
が主要なタンパク源となっている。大豆や米や小麦などに含まれる植物性タンパク質は必須アミ
ノ酸の含有比率が低い傾向にあり、アミノ酸含有量としては肉や魚などの動物性タンパク質の方
が優れている。しかしながら、例えば肉牛は体重を 1 キロ増やすには約 7 キロの穀物を主体とし
た飼料が必要であり、成長過程で大量の穀物を消費する畜産物由来のタンパク源は今後貴重なも
のとなっていくことが予想される。他方で、魚類は養殖する場合、体重を 1 キロ増やすには約 1
キロの飼料で済むが、自然災害に弱く設備費や維持管理費が高いことや特に発展途上国の周辺海
域では残餌や魚病薬による水質汚染が深刻となっていることなど課題が多い。そのなかで、これ
まで一般的には普及していなかった未利用のタンパク源として、昆虫が注目されてきている。古
来、オーストラリアなどの一部の部族は不安定な狩猟生活を補う目的で、蛾などの昆虫の幼虫を
採集しタンパク源として食べる文化があり、一部の地域や部族の間では、現代もなおその文化を
残している。また、農業技術が未熟なアフリカの一部では、飢饉を回避する目的でバッタなどの
昆虫を食用としていることが知られている。このように、世界の一部の地域において昆虫は主に
家畜や農作物を補完する目的で食用にされており、その種類は 1,400 種にものぼるといわれてい
る。 
2015 年に米国ラスベガスで行われた世界最大の健康食品素材の展示会「サプライサイド・ウエ
スト 2015」では昆虫由来の素材が多数出展されるなど、近年新たな食糧源としてばかりか、これ
まで食用とされてきた動物や農作物には含まれない新たな生理活性が見いだされてきているもの
もあり、健康に資する効能のあるものは食品素材としても注目されてきている。 
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日本における食品素材としての昆虫は、蜂の子 (図 1-1)、カイコガの蛹、イナゴの成虫、があ
る。蜂の子は主にミツバチの幼虫や蛹のことで、古来より東欧を中心に貴重な栄養源として食さ
れており、日本でも長野県や岐阜県など一部の山間部を中心に佃煮や炒め物など伝統的な郷土料
理として知られている (三宅, 1919)。また、中国最古の薬学書「神農本草経」にも収載される蜂の
子は、上薬と呼ばれる副作用のない不老長寿の最高薬に分類され、頭痛や内蔵機能の回復など様々
な機能について記述されている (浜田、小曽戸, 1993)。実際に蜂の子は良質なタンパクを豊富に含
み、炭水化物、脂肪に加え、ビタミン、ミネラル、脂肪酸、アミノ酸など多くの栄養素を含んで
いる (Finke, 2005)。しかしながら、蜂の子の食用は一般的なものではなく、その栄養価からサプ
リメントなどとしても利用されるが、効能は未知の部分が多く、認知度は低い。 
蜂の子のように一般的に未利用の素材をサプリメントや健康食品等も含めて食用として普及さ
せる場合、大別すると三つの課題が考えられる。 
第一に経済的課題が考えられる。副産物や廃棄物を利用する場合は経済的には有利であるが、
いわゆる「規模の経済性」を満たす程度に利用可能な量が発生していることが重要である。蜂の
子の原料となるミツバチの場合、原料として養蜂業者がハチミツやローヤルゼリーの製造の際に
本来は廃棄物としていたものを副産物として利用しており、一定規模以上の量が得られる。すな
わち、全体の 90%が雌蜂である蜂蜜生産の現場では利用価値がないため養蜂業者が間引く必要が
ある雄蜂、あるいは、ローヤルゼリー製造の際に人為的に発生させ最後は不要となる雌蜂の子も
蜂の子の原料となる。生産効率の観点では、摂取したエネルギーを体質量に変換する効率を比較
すると、昆虫は平均 40%であり魚類の 10%や畜産物が属する恒温動物の 1～3%に比べ非常に優れ
ているため、経済的に効率の良い動物性タンパク質の供給源となりうると期待できる。また、昆
虫は卵生のため一度に生まれる幼虫の数が多く、成長速度も速いため成虫になるまでの期間が比
較的短い点も経済性を高める。栄養面では、タンパク質を豊富に含み、蛾の蛹や幼虫では体重の
50%以上がタンパク質といわれている。生体をまるごと食用とするミドリムシは完全栄養食品と
され近年注目されているが、昆虫の場合も 1 匹の生体をまるごと食用とするため、生体内の各種
のアミノ酸や脂質、糖質、ミネラル、ビタミン類を一度に摂取できることができ、経済的な利点
の一つである。 
第二に技術的課題である。未利用資源の場合、衛生上の問題や官能的な問題があり、何らかの
加工を経なければ食用可能な素材にならないことが多い。蜂の子の場合、鮮度が落ちやすいため、
保存安定性を高めるために乾燥粉末化し、カプセル剤や錠剤として加工されサプリメントや健康
食品として流通しており問題はない。粉末化には、蜂の子を加熱殺菌処理したのち、天日乾燥や
フリーズドライが一般的に用いられるが、加工を経たのちでもアミノ酸や脂肪酸など豊富な栄養
成分が残存しており、栄養補助を目的としたサプリメントなどとして有用と考えられている。 
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第三に心理的課題が考えられる。これまで食経験がなく、食べ物として認識されていないもの、
廃棄物となっていたものを摂取するには何らかの動機付けが必要であり、現実には普及する際の
最大の課題となることが多い。このような課題を乗り越えるために食と関係の深い健康や美容に
ついて訴求した素材が開発されている。例えば、ホタテ貝殻を微粉砕してカルシウム源として利
用、ビール製造時の残渣であるビール酵母が整腸作用への寄与がある。加えて、一般的には、漁
網にかかる厄介なゴミとして廃棄されていたアカモクが抗ガン作用を示すことで話題となってい
る。このように、廃棄物となっていた未利用資源が、なにかしろかの機能性を見出されることで、
付加価値のある利用可能な食品素材として認知される事例が増えてきている。特に、従来の食品
とは異なる機能性の発見は食用とする大きな動機となり、課題を克服する鍵といえる。 
伝統的に食品用途に広く使用されてきた糠や酒粕、大豆オカラなども、使用用途のない副産物
であったが、前述した課題を乗り越えて普及したものと考えられる。これらの伝統的な食材は、
成分や効能が科学的に明らかになっていない時代であっても体に良いものとして伝承され、現代
に健康への寄与について、科学的な裏付けがなされ、さらに化粧品などへの用途が拡大するなど
してきている。蜂の子に関しては、現在のところ科学的な検証事例が少なく裏付けに乏しいが、
漢方薬として古くから使用されており、効能が科学的に明らかとなれば普及の端緒となる可能性
が高い。 
近年、高齢化が進行する日本では健康志向が強くなっており、消費者、生産者ともに食品に対
して健康に資する機能性を求める動きが強くなってきている。日本人の死因はガン、脳あるいは
心臓の血管系疾患、肺炎が多くを占めるが、生活習慣の改善により改善可能な血管系疾患や、抗
生剤などの有効な薬がある肺炎などと異なり、ガンについては未だに未解明な部分が多く効果的
な薬剤が存在しない。また、ガンと同様に免疫系の異常であるアトピーなどのアレルギー性疾患
は増加傾向にあり、致死的な疾患ではないものの根本治療が難しく患者の Quality of life (QOL) を
低下させる疾患として患者数の増加とともに社会的な問題になっている。免疫系の疾患は未解明
な部分が多く、健康食品を含めた民間療法なども広がっている一方で、根拠の乏しいものが少な
くない。一方で、これまで天然物由来の医薬品が数多く開発されてきており、シミュレーション
化学を含めた合成化学が発展した現在でも未だに天然物は、新薬候補の有力な資源である。さら
に、例えばイワシ油由来の EPA 製剤など疫学調査から開発された医薬品も存在し、それら天然物
由来の医薬は副作用が少ないことが利点として挙げられる。このようなことから天然物である蜂
の子にも同様な可能性が十分に考えられ、社会的要請も多いがんやアレルギー疾患などの免疫分
野に着目して蜂の子の機能性を検討することとした。 
以上のように、世界では食料資源確保の流れから昆虫食が注目されており、日本における蜂の
子もそのひとつである。加えて、既述のように蜂の子は養蜂業者の手を煩わす廃棄物であり、利
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用を拡大させられれば養蜂業の発展にも寄与できるものと考えられる。古くから漢方として利用
されてきた蜂の子は、これまで科学的に検証された例は極めて少ないが、健康に資する機能性を
明らかにできれば資源としての有効利用の端緒となりうる。このため、蜂の子の機能性を科学的
に検証するにあたり、未解明な部分が多い免疫分野に着目し、がんやアレルギー疾患を対象にし
て研究を進めた。 
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1.2 学術的背景 
昆虫は、ホルモンが分泌されることにより完全変態をとげ、フェロモンにより周囲に働きかけ
て行動するなど、哺乳動物とは異なる生態学的にユニークな面をもっており、新規な生理活性物
質を産生している可能性が十分に考えられる。 
ハチミツ、ローヤルゼリー、プロポリス、幼虫を含むミツバチ由来の製品は、日常サプリメン
トまたは補完薬品として健康増進のために幅広く使われてきた (Miyata, 2007)。現代の薬学研究で
は、ミツバチ製品による多くの効能効果が示されている。例えば、ハチミツには、糖分、ビタミ
ン、ミネラル類、グルコン酸などが豊富に含まれており、糖尿病の予防効果、抗菌効果、感染症
の予防と改善効果が確認されている (Samanta et al., 1985; Ranzato et al., 2012; Knipping et al., 2012; 
Kwakman et al., 2010; van den Berg et al., 2008; Paul et al., 2007)。ローヤルゼリーは、タンパク質、遊
離アミノ酸、脂質、ビタミン、糖分、及び少量のステロイドを含み (Mateescu et al., 1999)、血管拡
張及び降圧活性、抗高コレステロール血症活性、エストロゲン活性、抗炎症及び抗腫瘍活性に対
するヒト/ マウスモデルにおいて多様な栄養または薬理的機能を有することが示唆されている 
(藤井, 1995; Mishima et al., 2005; Taniguchi et al., 2003; Georgiev et al., 2004)。プロポリスは、免疫力
の増強効果、炎症の抑制効果、花粉症の予防効果などが示されている (竹内 et al., 2009a; 竹内 et 
al., 2009b; Ngatu et al., 2011; Kujumgiev et al., 1999; Steinberg et al., 1996) 。 
ミツバチは成虫になる過程の幼虫、蛹のそれぞれの成長のステップで、有するプロテオームが
変化することが知られているが、健康に資する素材として知られるハチミツやローヤルゼリーを
食べて成長しているため、特に幼虫の段階については主にローヤルゼリーに由来するたんぱく質
が発現していることが確認されている (Woltedji et al., 2013)。 
蜂の子はタンパク質、脂質、糖分、ビタミン、アミノ酸、そして多数のミネラルが含まれてい
るにも関わらず、その生物活性に関する研究は少量にとどまっている。「神農本草経」は、最も
初期の古典漢方薬理学であり、本書には 365 種の薬物を (植物、動物、ミネラルを含む) 上品・中
品・下品の三品に分類して記述している (Jin et al., 2013)。この書籍によれば、蜂の子はその他の
120 種の薬物と共に上品に分類され、毒性のない優れた健康上の利点及び治療可能性を示唆して
いる。 
しかしながら、栄養補助以外の蜂の子の機能性についての報告は殆ど為されていない。現在の
ところ、｢耳鳴りの改善｣に関する機能が広く知られており報告されている (Aoki et al., 2012)。本
報告では、耳鳴りをともなう難聴患者 60 名を無作為に 2 群に分け、一方には「蜂の子末」、一方
には「プラセボ」を 12 週間摂取させ、問診、聴力検査、血液検査を実施し、検査結果を検証して
いる。試験の結果、「蜂の子末」を摂取した群は、耳鳴りの影響による抑うつ感が摂取前よりも
軽くなり、聴力の回復が認められ、ストレスホルモンである「コルチゾール」の血中への分泌の
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低下が認められた。この研究から蜂の子には、耳鳴りに伴う不安や苦痛を和らげるとともに、ス
トレスホルモンのバランスを整えて、聴力を回復させる効果があることが示されている。これら
の効能を示す生理活性物質は特定されておらず未解明な部分は多いが、ハチミツやローヤルゼリ
ーを食べて成長した蜂の子は、それらの成分と代謝物を高濃度に体内蓄積していると考えられ、
それらが相互に関わりあいながら特有の機能を発揮している可能性がある。 
 また、in vitro の試験で蜂の子から得られるペプチドがアンジオテンシンⅠ変換酵素 (ACE) 阻
害活性を有するため、高血圧治療薬になりうるという報告がある (Cooke and Gousse, 2008)。本報
告では蜂の子に含まれるタンパク質を消化酵素により加水分解しペプチド化 (3 kDa 以下) した
後、ゲル濾過・逆相高速液体クロマトグラフィーを用い精製し、0.5～1.5 kDa に分布するフラクシ
ョンに ACE 阻害活性があることを確認している。さらにはその中でも最も高い阻害活性をもって
いたペプチドとして LLKPY (632.40 Da) が同定されている。このアミノ酸配列は UniProt 
Knowledgebase (UniProtKb) のデータベース‘データベース‘Knowledgeb protein 2’ (Apis mellifera) 
のアミノ酸配列中に確認されるため (図 1-2)、ローヤルゼリー由来のペプチドであることが示唆
される。 
 蜂の子に多く含まれるタンパク質の一つとしてアパルブミン 2 が報告されている(Cooke and 
Gousse, 2008) が、アパルブミンはローヤルゼリーや花粉荷などのミツバチ製品に含まれる通常成
分にあたる。特にアパルブミン 1 については、マウスのマクロファージを活性化して腫瘍壊死因
子アルファ (Tumor Necrosis Factor-α, TNF-α) の産生を促すことが報告されている (Cavanagh et al., 
1970)。 
 蜂の子に関する特許では、その有効性と蜂の子の精製・製造方法について 1 件申請中 (特開
2016-108314: 蜂の子抽出物、及び蜂の子を用いたスフィンゴ糖脂質の製造方法ならびにスフィン
ゴ糖脂質を含有する NO 産生抑制剤) である。蜂の子から抽出した脂質をシリカゲルクロマトグ
ラフィーで精製し、その画分をマクロファージに添加してその一酸化窒素 (Nitric Oxide , NO) 産
生量、TNF-α、インターロイキン-6 (Interleukin-6, IL-6) の産生量を測定したところ、これらの産生
が抑制されていることが確認された。そこでさらに脂質画分を 3 µg/mL の濃度でマクロファージ
に添加したところ、無添加時と比べてNO産生が約80%、炎症性サイトカインの産生量が約70~90%
抑制された。この脂質が 2 種のスフィンゴ糖脂質と同定されており構造まで確認されている。こ
れらが NO 産生抑制剤、抗炎症剤として利用可能であるという内容のものである。 
 以上のことから、蜂の子には、ローヤルゼリーや蜂蜜由来のバイオアベイラビリティが改善さ
れた生理活性のあるタンパク質やペプチド等が数多く存在すると考えられ、蜂の子全体としての
人に対する有用性だけでなく、有効性のある単一の成分の特定についても大きな意義があると考
える。 
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1.3 本研究の目的 
1.1 の社会的背景で述べたように、かつて世界では安定的なタンパク源の補完のため、昆虫の幼
虫を採取し、食用として供する文化があり、日本においても山間部を中心にミツバチの幼虫を食
する習慣が今もなお存在する。蜂の子はプロポリスやローヤルゼリー等の蜂産物を体内蓄積して
いることもあり、タンパク質のほか、脂質、糖質、アミノ酸を豊富に含み、古来中国の薬物学書
でも上品に位置する極めて薬効が高いとされているが、1.2 の学術的背景でも触れたようにその機
能性についての報告は少ない。 
一方、養蜂における雄ミツバチは、生殖の為だけに存在するもので利用価値は極めて低く、不
要資源とされている。近年この不要資源の活用を指向し、蜂の子を使用した健康食品が数多く商
品化されているが、作用機序を含めた科学的な検証は極めて少ない。蜂の子資源を十分に有効利
用するためには、その機能性に関する研究は必要不可欠である。 
蜂の子の機能性解明の研究は、生産現場において利用価値のない雄蜂に価値を付与するととも
に、薬物学書においても様々な効果が謳われている機能について、学術的にも新たな知見を与え
るものである。本研究では蜂の子の機能性を評価するにあたり、その生理活性、特に免疫調節ポ
テンシャルに焦点を当てた展開を図ることを目的に据え、免疫システムの破綻が一病因とされる
悪性腫瘍に対する効果及びアトピー性皮膚炎に対する効果について検証することとした。 
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1.4 本研究の実施方法 
本研究を新たに構築するにあたり、ミツバチ幼虫を凍結し乾燥した粉末 (蜂の子末) と蜂の子末
を 70%エタノールで抽出した試料 (蜂の子抽出液) を調製し、主に次の 2 点について研究を進め
た。 
1) 蜂の子末及び蜂の子抽出液による抗腫瘍効果の検証 
2) 蜂の子末による抗アトピー性皮膚炎に対する効果の検証 
1) については、BALB/c マウスを用いた皮下及び尾静脈異種移植モデルを構築し、蜂の子末の抗
腫瘍効果について様々な角度から検証を行った。また、免疫調節活性に関して、蜂の子抽出液を
用い、マクロファージの増殖促進、ストレス保護作用、抗炎症作用及びエピジェネティックな腫
瘍形成に寄与するヒストンメチル化酵素 (Enhancer of zeste homologue 2, EZH2) の mRNA 発現調
節について評価した。 
2) については、アトピー性皮膚炎モデルマウスとして NC/Nga マウスを用い、蜂の子末の摂取が
アトピー性皮膚炎に対してどのような影響を及ぼすかを皮膚病変の推移や血清中のサイトカイン
濃度により検証した。また、軽度なアトピー性皮膚炎罹患者を対象とした臨床試験において、ハ
ードカプセルに充填された蜂の子末を摂取させ、血清免疫グロブリンE (Immunoglobulin E, IgE) 、
胸腺及び活性化制御ケモカイン (Thymus and Activation-Regulated Chemokine, TARC) の評価を行
うとともに、医師の立会いのもと皮膚症状と QOL に関するアンケート調査及び問診により、アト
ピー性皮膚炎症状の改善について検証した。 
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1.5 本論文の構成 
本論文は、第 1 章の「序論」の他、｢総括｣ を含む全 6 章で構成されている。それらは大きく二
つの内容について論じている。第 2 章と第 3 章は蜂の子の栄養組成と抗腫瘍効果、第 4 章及び第
5 章は蜂の子のアトピー性皮膚炎に対する効果に関するものである。 
第 2 章の ｢メラノーマ、乳がん担持マウスにおける蜂の子末経口摂取の影響｣ と第 3 章の「蜂
の子抽出液を用いての in vitro 系における生理活性評価とメカニズム解析」では、蜂の子末の栄養
組成を示した後、マウスによる動物試験及び免疫学的な手法を用いた細胞アッセイを通じ、in vivo
及び in vitro における蜂の子の抗腫瘍活性について論ずる。 
第 4 章の ｢蜂の子末の経口摂取が NC/Nga マウスに及ぼすアトピー性皮膚炎改善効果｣ では、
NC/Ngaマウスに対し、ハプテンを反復塗布させてアトピー性皮膚炎モデルマウスを作成し、in vivo
において、その効果を立証したのでその報告を行う。 
第 5 章の ｢蜂の子末摂取がヒト・軽度アトピー性皮膚炎に及ぼす影響｣ では、ヒトを対象にし
た試験系を構築し、アトピー性皮膚炎病勢指標や医師による問診、アンケート調査により臨床的
に効果があるかを検証した。 
第 6 章の「総括」では、本研究で得られた結果を総括し、今後の展望としてこれらの結果をさ
らに深堀することで医薬等への新たな分野へ応用することについて議論を進めた。 
以上、本研究は蜂の子末の抗腫瘍効果とアトピー性皮膚炎に対する効果について、その機能性
を in vitro, in vivo, ひいてはヒト臨床試験により検証を進めたものであり、本研究を通して得られ
た蜂の子の新たな機能性について報告するものである。 
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図 1-1 蜂の子 
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10           20           30            40           50 
MTRWLFMVAC  LGIACQGAIV  RENSPRNLEK  SLNVIHEWKY  FDYDFGSEER 
                 60           70           80            90          100 
RQAAIQSGEY  DHTKNYPFDV  DQWRDKTFVT  ILRYDGVPST  LNVISGKTGK 
                110          120          130           140          150 
GGRLLKPYPD  WSFAEFKDCS  KIVSAFKIAI  DKFDRLWVLD  SGLVNRTVPV 
                160          170          180           190          200 
CAPKLHVFDL  KTSNHLKQIE  IPHDIAVNAT  TGKGGLVSLA  VQAIDLANTL 
                210          220          230           240          250 
VYMADHKGDA  LIVYQNADDS  FHRLTSNTFD  YDPRYAKMTI  DGESFTLKNG       
 
図 1-2‘Major royal jelly protein 2’アミノ酸配列 1～250 残基中に含まれる LLKPY 
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第2章 メラノーマ、乳がん担持マウスにおける蜂の子末経口摂取の影響 
2.1 はじめに 
悪性腫瘍 (Malignant tumor) は、一般に「がん (cancer) 」として知られている。世界保健機構
(World Health Organization, WHO) の国際がん研究機構 (IARC) の統計報告によって、世界で、2008
年に新たにがんと診断された患者数が約 1270万人で、死亡者は 760万人に上ることが記録された。
さらに 2030 年後には約 2140 万もの新しいがん患者の増加及び 1320 万以上の死亡が発生する可能
性があることが予測された (Jemal et al., 2011)。日本では 1981 年から、がんは日本人の死因の第 1
位であり続け、現在はその三分の一に占めている。男女とも、がんの罹患数は 1985 年以降増加し
続け、2012 年のがん死亡数は、1985 年の死亡数の約 2.5 倍と急激に増加していた (国立がん研究
センター, 2017)。 
がん細胞は、体が刺激や毒性物質にさらされることで細胞の一部が変異することで起こる。通
常、免疫機能により、がん細胞を排除する機能が備わっているが、免疫力が弱まることで、がん
細胞の増殖等が生じ、「がん」として認識される。この細胞のがん化には、遺伝子の異常 (ジェ
ネティクス) に起因するものと、遺伝子の転写・翻訳の調節、つまり DNA メチル化やヒストン修
飾 (エピジェネティック) に起因するものが知られている。これらがんに対する化学療法薬には、
がん細胞の増殖抑制作用または細胞毒性作用を通じて抗腫瘍効果を揮発し、それらの抗がん剤は
宿主免疫反応や炎症反応を調節するものや (Braun and Harris, 1981; Ehrke and Mihich, 1985; Ehrke 
2003)、DNA メチル化異常を修正して効果を発揮するものもある (Ushijima T, 2005; Fenaux P, 2009)。
一方、ヒトにおける宿主防御は複雑で多層であり、異なるが重複する役割を有する多くの細胞型
が関与することはよく知られており (Janeway et al., 2002)、マクロファージは免疫と炎症過程に対
して重要な役割を果たすことになる  (Bi et al., 2017; Schepetkin 2006)。マクロファージ 
(RAW264.7) 細胞は、天然物による免疫調節または抗炎症効果の評価において幅広く使われてい
る (Li et al., 2016b; Shi et al., 2014; Li et al., 2016c)。 
蜂の子とは、ミツバチの幼虫や蛹であり、アミノ酸、オリゴペプチド、フィトステロール、フ
ィトエストロジェン (リグニン、フラボノイド) などを含有し栄養価が高いことから、東アジア地
域において古くから伝統的代替医療に用いられてきた。中国の薬物学書「神農本草経」にも収載
されており、その効果としては「頭痛を治す」、「元気を補う」、「美肌効果」などが挙げられ
ている (浜田、小曽戸, 1993)。近年、健康食品として様々なメーカーより耳鳴りに良いなどという
ことで商品化されているが、蜂の子の機能性について作用機序を含めた科学的な検証は極めて少
なく、現在まで、蜂の子による抗腫瘍、抗炎症及び免疫調節活性への総合的に評価した研究は極
めて乏しい。従って、本章において、BALB/c マウスの皮下及び尾静脈異種移植モデルを用いて、
腫瘍の発生に対する蜂の子の効果を検証した。 
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2.2 材料及び方法 
2.2.1 蜂の子末 (HLP) と蜂の子抽出液 (HLE) の準備 
 試験には、産卵後 21 日目の雄ミツバチの蛹を凍結乾燥させて粉末状にした蜂の子末 (Honey bee 
larvae powder, HLP) を実験材料として使用した。また、60 g の HLP を室温で 24 時間、70%エタノ
ール (600 mL) で 2 回抽出し、次いで真空蒸発により濃縮し、凍結乾燥して蜂の子抽出液 (Honey 
bee larvae extract, HLE) を得た (収率：39.45%)。抽出されたHLEは-20℃で使用するまで保管した。 
 
2.2.2 HLP と HLE の化学組成の分析 
 水分、タンパク質、脂質、灰分、ナトリウム、炭水化物、エネルギーまたはアミノ酸を含む HLP
の化学組成は日本食品分析センター (東京、日本) で分析した。水分は減圧乾燥法により測定、タ
ンパク質含量はケルダール法により定量、脂質は酸分解法により分析、灰分は直接灰化法により
測定、ナトリウムは原子吸光光度法により測定した。 
遊離アミノ酸は、自動アミノ酸分析機 JLC-500/V2 (日本電子株式会社、東京、日本) により測
定した。HLE 中の総ポリフェノール (Total phenolic content, TPC) はフォーリン・チオカルト試薬
分析 (Kim et al., 2010) により測定し、没食子酸相当量 (mg of gallic acid equivalent (GAE)/g sample) 
して算出した。総フラボノイド含量 (Total flavonoids content, TFC) は文献方法 (Li et al., 2015) で
定量し、TFC はルチン相当量 (mg rutin equivalents (RE) /g sample) として算出した。 
 
2.2.3 細胞株と細胞培養 
マウス乳がん細胞 4T1-LUC、マウスメラノーマ細胞 B16-F10 は理化学研究所細胞材料開発室 
(筑波、日本) より入手した。10%ウシ胎児血清 (Fetal Bovine Serum, FBS)、100 U/mL ペニシリン
及びストレプトマイシンを含有するダルベッコ改変イーグル培地 (Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium , DMEM) 中で増殖させた。培養条件は 37℃で、5% CO2 として、培養器内で培養した。 
 
2.2.4 実験動物 
生後 6 週間のメス BALB/c マウスを Beijing HFK Bioscience Co., Ltd (北京、中国) より購入し、
中国医学科学院実験動物研究所にて維持した。すべてのマウスは病原体を含まない加圧滅菌され
たケージで飼育され、温度 23±1℃、湿度 55±5%及び 12 時間の明/暗サイクルの制御された条件
下で維持した。マウスには標準齧歯動物用食及び不断給水を与えた。マウスには実験前 1 週間の
飼育条件への順応の期間が与えられた。すべての動物実験は、中国科学アカデミー動物実験委員
会の勧告に従って、厳格な倫理に従って実施した (承認番号 ILAS-PG-2014-018)。 
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2.2.5 乳がん担持マウスにおける抗腫瘍効果の評価 
合計 30 匹のマウスをランダムに 5 群に分け、第 1 群 (陰性対照、蒸留水)、第 2 群 (陽性対照、
蒸留水)、第 3 群 (低用量、2 g/kg/d 蒸留水で分散した HLP)、第 4 群 (中用量、4 g/kg/d 蒸留水で
分散した HLP)、第 5 群 (高用量、6 g/kg/d 蒸留水で分散した HLP)とした。マウス乳がん細胞
4T1-LUC (0.2 mL、5×105 細胞/マウス) を、第 1 群を除く各マウスの鼠径部に皮下注射した。対
照群の腫瘍が標的体積に達するまで HLP または溶媒を 18 日間経口投与した。マウスの腫瘍の大
きさは 3 日ごとに下記の計算式を用いて、腫瘍体積を求めた (Li et al., 2016b)。 
腫瘍体積＝(長径)×(短径)2×0.5 
試料の毒性を検証するため、各マウスの体重を 3 日ごとに測定した。実験の終わりに目より血
液を採取、Quantikine ELISA キット (R&D システムズ、米国) を使用し、TNF-α 濃度を測定した。
マウスを処理し、腫瘍重量を測定した。 
 
2.2.6 組織構造と免疫組織化学検査 
腫瘍組織をホルムアルデヒドで固定、パラフィンに埋め込み、3 mm の厚さの切片を作成した。
ヘマトキシリン・エオシン (Hematoxylin & Eosin, H&E) 染色によって切片の組織構造を分析した。
微小血管密度検知のために、スライドをキシレンにより脱パラフィンし、CD31 (Cluster of 
differentiation 31) 染色 (PECAM-1, Cell Signaling Technology) の処理を行った (Yoo et al., 2010)。 
 
2.2.7  メラノーマ担持マウスにおける肺転移抑制効果の評価 
マウスメラノーマ細胞 B16-F10 (0.2 mL、5×105 細胞/マウス) を、マウスの尾静脈に注射した。
20 匹のマウスをランダムに 4 群に分け、第 1 群 (陰性対照、蒸留水)、第 2 群 (陽性対照、蒸留水)、
第 3 群 (中用量、4 g/kg/d 蒸留水で分散した HLP)、第 4 群 (高用量、6 g/kg/d 蒸留水で分散した
HLP) とした。動物へ HLP または緩衝液 (Phosphate-buffered saline, PBS) を 18 日間経口投与し、1
日おきに体重を計測した。実験の終わりに血液を採取、その後マウスを犠牲にし、肺を切除、腫
瘍の有無を評価した。体重における肺/脾臓重量のパーセンテージを示す肺/脾臓指数を評価した。 
 
2.2.8 末梢血の採取とフローサイトメトリー 
麻酔したマウスの目より末梢血を採取し、エチレンジアミン四酢酸 (EDTA K3) 試験管に収集
し、リンパ球サブセット検査を行った。血液サンプルを RBC Lysis Buffer (eBioscience, 米国) によ
り溶血し、FITC 標識 anti-CD4 抗体 (BD Pharmingen, 米国)、PE 標識 CD8 抗体 (BD Pharmingen, 米
国)、PerCP/Cy5.5 標識 anti-CD45R/B220 (Biolegend, 米国)、Alexa Fluor 647 標識 anti-F4/80 (Biolegend 
15 
 
米国) と PE/Cy7 標識 anti-NK1.1 (Biolegend, 米国) の 5種類の蛍光標識モノクローナル抗体で染色
した。  
陰性対照としてアイソタイプ一致抗体を使用した。細胞を Callios Flow Cytometer (Beckman 
coulter, 米国) により検査し、FlowJo ソフトウェアにより 50,000 以上のイベントを分析した。特
異的細胞集団数は、それぞれのパーセンテージにリンパ球の全数を掛けて計算した。 
 
2.2.9 統計学的解析 
全ての実験は 3 回実施し、データは平均値±標準偏差として表した。統計解析は、統計解析ソ
フトウェアである SPSS13.0 ソフトウェア (SPSS Inc.シカゴ、米国) を用いて行った。サンプル間
の差異は、分散分析 (ANOVA) 及びダンカンの多重比較法を用いて評価した。p 値が 0.05 未満を
統計学的に有意とした。 
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2.3 結果及び考察 
2.3.1 HLP と HLE の化学組成 
 HLP と HLE の化学組成結果を表に示す。タンパク質、炭水化物、脂質の 3 つの主要成分が HLP
の 90%以上を占め、その割合はそれぞれ 50.1%、30.3%及び 13.5%であることが確認された。さら
に、100 g の HLP は約 443 kcal、そして 98.7 mg のナトリウムを含むことが確認された (表 2-1)。
35 種のアミノ酸 (HLP には 18 種) を自動アミノ酸分析機によって分析した結果、HLP には様々な
アミノ酸が含まれ、全体の 44.59%を占めた。必須アミノ酸の含有量は、トレオニン (1.87%)、バ
リン (2.61%)、メチオニン (1.05%)、イソロイシン (2.21%)、ロイシン (3.55%)、フェニルアラニ
ン (1.87%) 及びリジン (3.29%) を含めて、合計 16.45%であった (表 2-3)。HLE は、70%エタノー
ル抽出後 39.45%に及ぶ高い抽出率を示した。HLP 中の 7 つの必須アミノ酸はすべて HLE で検出
され、6.92±0.31%、であった (表 2-3)。HLE は可溶性のため、HLP より多くの 28 種、37.24±1.39%
の非必須アミノ酸が検出された (表 2-4)。さらに、HLE においては 51.44±2.77 mg/g 没食子酸相
当量の総ポリフェノール及び 2.47±0.23 mg/g ルチン相当量の総フラボノイドが見出された (表
2-2)。  
中国国家標準 (No.GB/T 30764-2014) によれば、雄蜂の子とは、女王蜂より産卵された巣の中の
生後 19 日から 21 日の、無精卵から働きバチに孵化された雄蜂の子と定義されている。雄の蜂の
子は主に働きバチの下咽頭及び下顎腺によって産生されるゼリーを与えられ、労働者になる宿命
の幼虫には、生後 3 日から花粉や蜂蜜が餌に追加される (Haydak, 1970)。一般的な蜂の子凍結乾
燥末は、通常、粗タンパク質 41%〜60%、粗脂肪 16%〜26%、炭水化物 3.7%〜11.6%、酵素、ス
テロイド、アミノ酸及び多数のミネラルを含み、特にビタミン D が豊富で魚肝油の量のほぼ 10
倍含まれる (Chen，2001)。この研究で使用された HLP の化学組成はこの範囲内である。遊離アミ
ノ酸は、その生物学的意義のため非常に重要であり、栄養補助食品及び食品技術において一般に
使用されている (Li et al., 2016d)。HLP 及び HLE は、共にアミノ酸を豊富に含み、さらに HLE は、
HLP 由来の必須アミノ酸の 42.07%を保持することが確認された。豊富なポリフェノールとフラボ
ノイドは、様々な伝統医学により加齢関連疾患や癌の予防を可能にすることが知られている 
(Pandey and Rizvi, 2009)。HLP と HLE は栄養成分が豊富で、様々な生理活性を有していると考え
られる。 
 
2.3.2 乳がん担持マウスにおける抗腫瘍効果 
BALB/c マウスにおける HLP の腫瘍抑制効果を評価した。マウス乳がん細胞 4T1-LUC を用いて、
皮下異種移植モデルを確立した。腫瘍細胞移植後、マウスに HLP を 18 日間、経口投与した。陽
性対照には蒸留水を用いた。HLP の投与によるマウスへの毒性は、体重を計測することによって
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評価した。各群マウスの体重を 3 日毎に測定した結果はすべての試験群において、体重の増減が
観察されなく、毒性は認められなかった (図 2-1)。マウスの腫瘍成長により腫瘍体積が徐々に増
加し、実験終止時には、陽性対照群の平均腫瘍体積が 1009.14±131.75 mm3となった。これに対し、
異なる濃度の HLP で処置されたマウスの平均腫瘍体積は、2 g/kg、4 g/kg 及び 6 g/kg の投与量で
それぞれ 942.65±195.72 mm3、869.77±116.81 mm3及び 672.77±160.30 mm3と有意に抑制されて
いた (図 2-2)。腫瘍組織をマウスから切除し、撮像及び計量を実施した。陽性対照群と比較して、
HLP を投与したマウスの腫瘍重量は有意に減少し、2 g/kg、4 g/kg 及び 6 g/kg の投与量で、それぞ
れ 17.76%、28.95%及び 37.50%の阻害率であった (図 2-3、図 2-4)。これらの結果より、HLP の投
与により腫瘍の重量及び体積は用量依存的に減少傾向が認められた。実験終止時に、腫瘍の組織
学的検査を行った。H&E 染色後、陽性対照群の腫瘍には増殖性の腫瘍細胞が大きな範囲で示され
たが、6 g/kg の HLP 投与群には大きな壊死領域が観察され、HLP の投与が腫瘍に対する細胞死を
誘起していると示唆された。一方、6 g/kg の HLP 処置群の腫瘍では、CD31 陽性血管の数及びサ
イズの著しい抑制が観察され、HLP の投与により腫瘍の血管新生の抑制が確認された (図 2-5)。 
TNF-α はがん促進における炎症過程を仲介する重要なサイトカインである。臨床的に、血清中
TNF-α 濃度の上昇及び発現増加は、様々な腫瘍性疾患及び悪性疾患に存在する (Szlosarek et al., 
2006)。 図 2-6 に示されるように、陰性対照群の 0.19±0.47 pg/mL と比較して、腫瘍細胞移植後の
陽性対照群の TNF-α 濃度は、9.36±3.04 pg/mL に増加したことが観察された。HLP の経口投与は、
TNF-α の分泌を有意に抑制し、4 g/kg 及び 6 g/kg 濃度の HLP を投与した試験群において、TNF-α
濃度が、2.48±0.89 pg/mL 及び 3.43±1.55 pg/mL に減少した。 
上記の試験結果より、乳がん担持マウスに HLP を投与すると、TNF-α の数値が減少し、また、
in vitro の試験において、マクロファージ細胞に LPS を添加し、サイトカインを誘導させた試験系
において、HLE が IL-6 の誘導を抑制していることが示された (第 3 章) 。この TNF-α や IL-6 は血
管新生に深く関与していることが複数の論文でも明らかにされていることから、HLP による血管
新生の抑制は、これらのサイトカインによる影響と考えられる (Bonapace et al., 2014; Gopinathan et 
al., 2015; Wang et al., 2017; 市川, 1992)。一方、蜂産品の中ではプロポリスに血管新生の阻害効果が
あることが報告されている。in vitro の試験系において、プロポリスの水抽出物やエタノール抽出
物が、がん細胞の成長を濃度依存的に阻害し、アポトーシス誘導作用及び血管新生抑制効果を示
した (Kunimasa et al., 2010)。また、プロポリスのがん細胞に対するアポトーシスを誘導作用は、
ポリフェノールやフラボノイドが寄与していると論じた報告もある (Kumazawa et al., 2004; 
Orsolic and Basic, 2003; Orsolic et al., 2004)。表 2-2 で示した様に HLP にもこれらの成分が含まれて
いることから、血管新生の抑制にはこれらの成分が寄与し、サイトカインの誘導を導いた可能性
が考えられる。 
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現代の薬学研究では、ミツバチ製品による抗腫瘍活性を含む様々な興味深い治療効果が示され
ている (Taniguchi et al., 2003; Georgiev et al. 2004)。蜂の子の凍結乾燥粉末は、視床下部・下垂体・
副腎系軸の活性を調節することによって耳鳴りに関連するうつ病を緩和することが報告されてい
る (Aoki et al., 2012)。これらの研究は、蜂の子末の経口投与が潜在的な抗腫瘍活性を有すること
を示した。 
 
2.3.3 メラノーマ担持マウスにおける肺転移抑制効果 
BALB/c マウスモデルにおいて、HLP 投与による肺転移抑制効果を検証した。マウスメラノー
マ細胞 B16-F10 を用いて肺転移異種移植モデルを確立した。マウスに 22 日間 HLP を経口投与し
た。陽性対照には、蒸留水を用いた。実験中の体重変化の結果は HLP 投与群が陽性対照群より健
康であったことを示した (図 2-7)。陰性対象群の肺と比較して、肺のメラノーマ細胞 B16-F10 は
陽性対照群において大きな割合を占めた (図 2-8)。 HLP投与群では肺への転移は明らかに減少し、
抑制率は 4 g/kg 及び 6 g/kg の HLP 群でそれぞれ 56.6%及び 70.4%に達した (図 2-9)。HLP 投与群
の肺指数も陽性対照群と比べ、有意に減少した (図 2-10)。しかし、脾臓指数の結果では群間の有
意差は示唆されなかった (図 2-11)。この結果は、HLPの in vivoでの抗肺転移の可能性が示された。 
 
2.3.4 メラノーマ担持マウスにおける末梢血中の各種細胞の割合 
HLP には有意な腫瘍抑制効果が示されたが、HLP の投与が宿主中の免疫細胞の組成に変化をも
たらすかを調べるために、T 細胞、B 細胞、ナチュラルキラー (NK) 細胞及びマクロファージを
含む末梢血液中の 4 つの免疫細胞の組成を比較した。肺転移マウスでは正常マウスと比べ、末梢
血液中の全ての免疫細胞で急激な低下が見られた (図 2-12)。末梢血液 CD4+ 細胞レベルは陰性対
照群の 25.94±5.57%に対し、陽性対照群では 5.55±2.88%まで減少した。HLP の経口投与は、4 g/kg
及び 6 g/kg の用量で、CD4+ 細胞のレベルをそれぞれ 11.58±0.86%及び 10.61±1.34%に有意に上
昇させた。その他の CD8+ 細胞、CD4+ /CD8+ 細胞、NK 細胞、B 細胞、マクロファージを含む末
梢血免疫細胞では、HLP 投与群と陽性対照群での有意差は見られなかた。CD4+ T 細胞は、病原体
及び腫瘍細胞に対する免疫応答を調節する上で重要な役割を果たすことはよく知られている 
(Hunk et al., 1998)。腫瘍致死の媒介に関わる優性なエフェクター細胞は CD8+ 細胞傷害性 T リンパ
球 (CTL) 細胞と信じられており、CD4+ T 細胞は抗腫瘍免疫に直接関与していないと考えられて
いる。むしろ、CD4+ T 細胞は抗原提示細胞 (APC) の活性化及び主要組織適合抗原 (MHC) クラ
スⅠでの抗原提示の増加、ならびに IL-2 などの興奮性サイトカインの分泌を介して、CD8+ CTL
細胞のプライミングにおいて機能する (Pardoll and Toplain, 1998; Kalams and Walker, 1998; Wang 
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2001)。本研究の結果は、HLP の投与が末梢血液中の CD4+ 細胞のレベルを有意に増加させること
ができ、HLP の免疫増強活性が in vivo でその抗腫瘍活性に部分的に貢献することを示唆した。 
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2.4  まとめ 
本章において、HLP と HLE の成分を分析し、アミノ酸の組成が解明された。乳がん細胞担持マ
ウスに HLP を経口投与したところ、腫瘍の縮小が確認された。腫瘍組織を解析したところ、HLP
の投与により、アポトーシスの誘導及び TNF-α の抑制が確認された。また、CD31 染色の結果か
ら、血管新生も抑制していることが確認され、転移抑制効果も期待された。メラノーマ細胞担持
マウスにより、転移抑制効果を確認したところ、陽性対照群と比較し、 HLP 投与群において、肺
への転移抑制が確認された。血液免疫フローサイトメトリーの結果より、HLP は、CD4+ 細胞を
活性化することで抗腫瘍効果を発揮している可能性が示唆された。HLP の経口投与は、BALB/c
マウスモデルにおける腫瘍増殖及び肺転移を抑制し、in vivo での末梢血液 CD4+ 細胞を有意に増
進することを初めて証明した。  
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表 2-1 HLP の栄養組成 
Nutrient 
HLP  
Content (g/100 g ) 
Moisture 2.1 
Proteins 50.1 
Lipid 13.5 
Ash 4.0 
Carbohydrate 30.3 
Total Energy*1 443 kcal 
Sodium 98.7 mg 
*1 Protein: 1 g = 4 calories; Fat: 1 g = 9 calories; Carbohydrates: 1 g = 4 calories 
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表 2-2  HLE の総ポリフェノールと総フラボノイド組成 
Nutrient HLE 
Total Polyphenol 51.44 ± 2.77 mg/g E gallic acid 
Total Flavonoids 2.47 ± 0.23 mg/g E rutin 
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表 2-3 HLP と HLE のアミノ酸組成① 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nutrient Free amino acid 
HLP HLE 
Content (g/100 g ) Content (g/100 g ) 
Essential 
amino acid 
1 threonine 1.87 1.29 ± 0.06 
2 valine 2.61 1.14 ± 0.05 
3 methionine 1.05 0.21 ± 0.01 
4 isoleucine 2.21 0.64 ± 0.03 
5 leucine 3.55 1.11 ± 0.05 
6 phenylalanine 1.87 0.83 ± 0.03 
7 lysine 3.29 1.70 ± 0.07 
 
in total 16.45 6.92 ± 0.31 
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表 2-4  HLP と HLE のアミノ酸組成② 
 
Nutrient Free amino acid 
HLP  HLE  
Content (g/100 g ) Content (g/100 g ) 
Non-essential 
amino acids 
8 Histidine 1.26 0.67 ± 0.03 
9 Arginine 2.32 2.06 ± 0.09 
10 Tyrosine 2.38 1.39 ± 0.06 
11 Alanine 2.35 3.50 ± 0.15 
12 Glycine 2.25 2.33 ± 0.10 
13 Proline 2.93 7.97 ± 0.38 
14 glutamic acid  6.74 6.28 ± 0.29 
15 serine  2.08 0.74 ± 0.03 
16 aspartic acid 4.73 0.56 ± 0.06 
17 tryptophan 0.60 - 
18 Cysteine 0.50 - 
19 phosphoserine  1.60 ± 0.05 
20 Taurine  2.14 ± 0.10 
21 phosphethanolamine  1.50 ± 0.04 
22 Urea  1.79 ± 0.19 
23 sarcosine  0.41 ± 0.02 
24 citrulline  0.10 ± 0.00 
25 α-Aminobutyric Acid  0.06 ± 0.00 
26 cysteine  0.09 ± 0.00 
27 cystathionine  0.05 ± 0.00 
28 β-Aminoisobutyric Acid  0.05 ± 0.00  
29 γ-Aminobutyric Acid  0.02 ± 0.00 
30 ethanolamine  0.13 ± 0.00 
31 ammonium Chloride  0.59 ± 0.04 
32 plus allo-δ-Hydroxylysine  0.01 ± 0.00 
33 ornithine  0.09 ± 0.00 
34 1-methylhistidine  0.00 ± 0.00 
35 3-methylhistidine  0.06 ± 0.00 
36 anserine  2.58 ± 0.12 
37 hydroxyproline  0.47 ± 0.00 
 in total 28.14 37.24 ±1.39 
Total amino acids  44.59 44.16 ± 1.70 
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図 2-1 乳がん担持マウスにおける抗腫瘍効果①：試験群による体重の増減 
全ての試験群において、体重の増減は認められなかった (摂取後 18 日までの期間)。データは平
均値±標準偏差により示す (n=6)。 
 
 
 
 
 
 
 
26 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2-2 乳がん担持マウスにおける抗腫瘍効果②：試験群による腫瘍体積の変化 
 HLP を投与したマウスの腫瘍体積は、用量依存的に有意に抑制された。データは平均値±標準
偏差により示す (n=6)。 
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図 2-3 乳がん担持マウスにおける抗腫瘍効果③：試験群による腫瘍外観の変化 
HLP の投与により用量依存的に腫瘍の大きさが抑制された。 
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図 2-4 乳がん担持マウスにおける抗腫瘍効果④：試験群による腫瘍重量の変化 
 HLP を投与したマウスの腫瘍重量は、濃度依存的に有意に抑制された。データは平均値±標準
偏差により示す (n=6)。対照に対して有意差があることを示す (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*
**
***
0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
1.4
1.6
1.8
2.0
Positive
control
HLP (2 g/kg) HLP (4 g/kg) HLP (6 g/kg)
Tu
m
o
r 
w
ei
gh
t (
g)
29 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2-5 乳がん担持マウスにおける抗腫瘍効果⑤：組織免疫化学検査 
HE による腫瘍組織の染色の結果、 HLP の投与が腫瘍に対する細胞死を誘起していると示唆さ
れた。CD31 による組織学的分析から、HLP の投与により腫瘍の血管新生の抑制が確認された。 
 矢印は CD31 陽性血管を示す。 
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図 2-6 乳がん担持マウスにおける抗腫瘍効果⑥：試験群による TNF-α の変化 
 陽性対照と比較し、HLP の投与により炎症マーカーである TNF-α は減少した。データは平均値
±標準偏差により示す (n=6)。対照に対して有意差があることを示す (***p < 0.001)。 
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図 2-7 メラノーマ担持マウスにおける肺転移抑制効果①：試験群による体重の増減 
全ての試験群において、体重の増減は認められなかった (摂取後 22 日までの期間)。データは平
均値±標準偏差により示す (n=5)。 
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図 2-8 メラノーマ担持マウスにおける肺転移抑制効果②：試験群による肺の外観 
Positive control では、顕著な肺転移が見られたのに対して、HLP 投与群では用量依存的に肺転移
が抑制されていた。 
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図 2-9 メラノーマ担持マウスにおける肺転移抑制効果③：試験群による肺表面メラノーマの割合 
 HLP 投与群では肺への転移は明らかに減少した。データは平均値±標準偏差により示す (n=5)。
対照に対して有意差があることを示す (***p < 0.001)。 
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図 2-10 メラノーマ担持マウスにおける肺転移抑制効果④：肺指数の変化 
 HLP 投与群では肺指数は明らかに減少した。データは平均値±標準偏差により示す (n=5)。対
照に対して有意差があることを示す (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001)。 
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図 2-11 メラノーマ担持マウスにおける肺転移抑制効果⑤：脾臓指数の変化 
 全ての試験群において有意差は認められなかった。データは平均値±標準偏差により示す 
(n=5)。 
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図 2-12 メラノーマ担持マウスにおける末梢血液中の各種細胞の割合 
 肺転移マウスでは正常マウスと比べ、末梢血液中の全ての免疫細胞で急激な低下が見られたが、
HLP 投与群において、CD4+ 細胞の低下が非投与群に比べ有意に抑制されていた。データは平均
値±標準偏差により示す (n=5)。対照に対して有意差があることを示す (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p 
< 0.001)。 
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第3章 蜂の子抽出液を用いての in vitro 系における生理活性評価とメカニズム解析 
3.1 はじめに 
前章の研究において、HLP の経口投与が、腫瘍細胞に対するアポトーシスを誘導するとともに、
CD4+ 細胞の活性化を惹起することで抗腫瘍効果を示すことが示唆された。また、血管新生の抑制
も確認された為、転移抑制効果も示唆された。 
蜂の子の抗腫瘍に対する作用メカニズムの解析にあたり、HLE を用いて、がん細胞及び正常細
胞に与える影響を解析し、蜂の子が含有する成分自体に抗腫瘍活性を有するかの検証に加えて、
免疫調節活性に関して、マクロファージの増殖促進、ストレス保護作用、抗炎症作用及びエピジ
ェネティックな腫瘍形成に寄与する EZH2 の mRNA 発現調節について評価した。 
EZH2 はポリコームタンパク質 (Polycomb group proteins, PcG) と呼ばれる遺伝子発現調節タン
パク質複合体の一員としてエピジェネティックな遺伝子発現調節に関与している。近年、この
EZH2 がアレルギーやがんと深い関わり合いがあることが多くの論文で報告されている。EZH2 欠
損マウスを用いた試験において、EZH2 欠損マウスでインターロイキン-4 (Interleukin-4, IL-4) 及び
インターフェロン-ガンマ (Interferon-γ, IFN-γ) を過剰に産生していることから、EZH2 がサイトカ
インの調節に関与していることが示された (Damon et al., 2013)。本結果は、次章で論じるアトピ
ー性皮膚炎モデルマウスの試験系における、血中 IL-4及び IFN-γの結果と高い相関性が認められ、
HLP のアトピー性皮膚炎緩和効果に EZH2 の関与が示唆された。蜂の子が EZH2 に作用すること
で効果を発現すると仮定すれば、抗腫瘍にも関与が認められる可能性が考えられる。そこで、本
研究では蜂の子の抗腫瘍効果とアトピー性皮膚炎緩和効果 (次章) の両面から検証するにあたり、
その根幹を明らかにするため、既報 (Fujii et al., 2011) に従い EZH2 を標的としたメカニズム解析
を行った。 
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3.2 材料及び方法 
3.2.1 HLE の準備 
 第 2 章と同様である。 
 
3.2.2 細胞株と細胞培養 
マクロファージ細胞 RAW264.7、ヒト乳がん細胞 MDA-MB-231 及び MCF7、ヒト正常線維芽細
胞 TIG3 及びヒト胎児線維芽細胞 MRC5 は、理化学研究所細胞材料開発室 (つくば、日本) より入
手した。実験条件と方法は 2.2.3 と同様である。 
マウスメラノーマ細胞 B16-F10 は、東北大学 (宮城、日本)、マウス乳がん細胞 4T1-LUC は JCRB
細胞バンクより入手した。10% FBS を含有する DMEM 中で増殖させた。培養温度は 37℃とし、
5% CO2の条件にて培養器内にて培養を行った。 
 
3.2.3 HLE 添加による細胞存在率の検討と形態の観察 
細胞存在率は、Shi らの Cell Counting 方法 (Shi et al., 2012) に修正を加えた方法によるキット 
(Cell Counting Kit-8 (CCK-8) ) により行った。細胞を 3×103 個細胞/ウェルの密度で 96 ウェルプレ
ートに注入し、培養温度 37℃で、5% CO2 濃度の条件で培養器内にて 24 時間培養した。その後、
異なる濃度の HLE (終濃度 0, 62.5, 125, 250, 500, 1000 µg/mL) を含む培地で細胞培養を 24 時間行
った。インキュベーション後、10 mL の CCK-8 (同仁化学研究所 熊本、日本) を各ウェルに加え、
培養温度37℃で4時間培養した。細胞存在率はマイクロプレートリーダー (BIO-RAD, モデル 550, 
日本) を用いて波長 450 nm で吸光度 (OD) の変化に従って測定した。 
形態的観察には、6 ウェルプレートで約 50%の培養密度で細胞を培養した。異なる濃度の HLE
を含む培地で細胞を培養した 24 時間後、デジタルカメラ (Axio Vert A1, Carl Zeiss, ドイツ)を備え
た位相差倒立顕微鏡により、形態的変化を直接記録した。 
 
3.2.4 Doxorubicin (DOX) 誘発アポトーシスに対する HLE の保護活性 
 RAW264.7細胞を3×103 個細胞/ウェルの密度で96ウェルプレートに播種し、24時間培養した。
細胞定着後、DOX (終濃度 0.05 又は 0.1 µmol/L) 存在下で HLE (終濃度 0, 62.5, 125, 250, 500, 1000 
µg/mL) を添加した培地で 24 時間培養した。DOX 及び HLE 非存在下で 24 時間培養したものを対
照とした。CCK-8 方法により細胞存在率を測定した。形態学的観察は前述の 2.2.3 と同様に行っ
た。 
アポトーシスの検出では、RAW264.7 細胞を 2×105 個細胞/ウェルの密度で 6 ウェルプレートに
播種し、24 時間培養した。細胞定着後、DOX (終濃度 0.1 μmol/L) 存在下で HLE (終濃度 0, 500, 
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1000 µg/mL) を添加した。アポトーシス分析は、既報 (Li et al., 2016a) に従い、Guava Nexin 試薬
を使用し、製造会社による使用手順に従って試験した。アポトーシスの細胞数測定 (%) は、FlowJo
ソフトウェアにより分析した。抗 Caspase 3 (Cell Signaling Technology, 米国) 及び抗 β アクチン 
(アブカム、英国) 両タンパク質の発現レベルを、ウェスタンブロッティングを既法 (Wadhwa et al., 
2013) に従い行った。 
 
3.2.5 H2O2 誘導ストレスに対する HLE の保護活性 
 RAW264.7細胞を3×103 個細胞/ウェルの密度で96ウェルプレートに播種し、24時間培養した。
細胞定着後、H2O2 (終濃度 300 又は 600 µmol/L) 存在下で HLE (終濃度 0, 62.5, 125, 250, 500, 1000 
µg/mL) を添加した培地で 24 時間培養した。H2O2及び HLE 非存在下で 24 時間培養したものを対
照とした。CCK-8 方法により細胞存在率を測定した。 
 
3.2.6 リポ多糖 (Lipopolysaccharide, LPS) 誘発炎症に対する HLE の抗炎症活性 
 RAW264.7細胞を3×103 個細胞/ウェルの密度で96ウェルプレートに播種し、24時間培養した。
細胞定着後、LPS (終濃度 500 ng/mL) 存在下で HLE (終濃度 0, 15.6, 31.3, 62.5, 125 µg/mL) を添加
した培地で 24 時間培養した。LPS 及び HLE 非存在下で 24 時間培養したものを対照とした。CCK-
8 方法により細胞存在率を測定した。形態学的観察は上記 3.2.3 と同様に行った。 
炎症の検出には、RAW264.7 細胞を 2×105 個細胞/ウェルの密度で 6 ウェルプレートに播種し、
24 時間培養した。細胞定着後、LPS (終濃度 500 ng/mL) 存在下で HLE (終濃度 0, 15.6, 31.3, 62.5, 
125 µg/mL) を添加した培地で24時間培養した。産生した上清中の IL-6をマウス IL-6 DuoSet ELISA 
Kit (R&D システムズ、米国) を使用して測定した。 
亜硝酸エステル蓄積はグリース試薬によって測定し、培地中に生産された一酸化窒素 (NO) の
指標とした (Shi et al., 2012)。亜硝酸塩の濃度計算における標準品として亜硝酸ナトリウム (和光
純薬工業株式会社、日本) を使用した。 
 
3.2.7 がん細胞における EZH2 mRNA 発現量の評価 
メラノーマ細胞 B16-F10 又は乳がん細胞 4T1-LUC を 3×105 個細胞/ウェルの密度で 6 ウェルプ
レートに播種し、24 時間培養した。細胞定着後、HLE (終濃度 0, 250, 500, 1000 µg/mL) 及び MEK 
inhibitor (終濃度 40 μM、DMSO 溶解) を各ウェルに添加し、24 時間培養した。 
培養した細胞を PBS で 2 回洗浄し、QIAGEN RNeasy Mini Kit で RNA を抽出した。各サンプル
の RNA 濃度を調整した後、PrimeScriptTM Ⅱ 1st Stand cDNA Synthesis Kit (タカラバイオ社、日本) 
を用いて、cDNA を得た。得られた cDNA 2 µL、TaqMan Probe (EZH2 及び GAPDH) 2.5 µL、TaqMan 
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Gene Expression Master Mix 25 µL 及び滅菌水 20.5 µL を 96 ウェル PCR プレートに各サンプル n=3
ずつ添加し、qRT-PCR (Applied Biosystems®7500) を行った。定量値は各サンプルの GAPDH mRNA 
の値により補正し、それを各遺伝子の発現量とした。 
 
3.2.8 統計学的解析 
3.2.7 を除く全ての実験は、n=3 で実施し、データは平均値±標準偏差として表した。統計解析
は統計解析ソフトウェアである SPSS13.0 ソフトウェア (SPSS Inc.シカゴ、米国) を用いて行った。
サンプル間の差異は、分散分析 (ANOVA) 及びダンカンの多重比較法を用いて評価した。3.2.7 の
実験は、n=3 で実施し、データは平均値±標準誤差として表した。統計解析は Tukey-Kramer 法に
よる多重比較検定を用いて評価した。p 値が 0.05 未満を統計学的に有意とした。 
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3.3 結果及び考察 
3.3.1 細胞への HLE の毒性の評価 
HLP は、マウスにおいて細胞傷害作用を伴わずに腫瘍抑制効果を示すことから、in vitro で種々
の腫瘍細胞 (ヒト乳癌細胞 MDA-MB-231 及び MCF7、マウスメラノーマ細胞 B16-F10、乳がん細
胞 4T1-LUC) 及び正常細胞 (ヒト正常線維芽細胞 TIG3、ヒト胎児線維芽細胞 MRC5) に対する
HLEの細胞傷害効果を調べた。がん細胞及び正常細胞の細胞存在率は、HLEの添加濃度によらず、
ほぼ一定であることが示された (図 3-1)。蜂の子自体に直接腫瘍細胞を壊死させる効果は認めら
れず、また、正常細胞に対しても悪影響は認められなかった。その結果、HLE は腫瘍細胞及び正
常細胞のいずれにおいても毒性作用が無いことを示した。よって、蜂の子の抗腫瘍作用は、蜂の
子に含まれる成分が、直接がん細胞を攻撃することではないと考えられる。 
 
3.3.2 マクロファージにおける細胞存在率 
蜂の子の免疫調節活性を検証するため、RAW264.7 細胞を用いて in vitro での HLE の細胞存在
率の促進作用を評価した。細胞存在率の結果は、24 時間培養後の細胞に対して、HLE を曝露した
ところ、濃度依存的に RAW264.7 細胞の増殖が認められた。HLE 濃度 125 µg/mL では、HLE にお
ける細胞存在率 (122.68±10.87%) を示し、HLE 濃度 1000 µg/mL では 167.38±9.46%まで達した 
(図 3-2A)。この結果から、HLE は細胞生存促進作用を示すことが考えられた。一方で、HLE を含
む培地でさらに 24 時間培養した場合では、RAW264.7 細胞増殖において 24 時間培養と比較し有
意な効果は示さなかった (図 3-2B)。図 3-2C に示される形態的撮像の観察でも、上記の結果と一
致した。HLE における RAW264.7 細胞存在率の促進作用は、in vitro での HLE による免疫活性の
潜在能力を示した。 
マクロファージの増殖には、蜂の子に含まれるアミノ酸やペプチドが細胞を刺激し、その増殖
に影響を及ぼしたと推察される。一般的に細胞の増殖にはアミノ酸が不可欠であり、豊富なアミ
ノ酸を有する蜂の子がマクロファージの増殖に寄与していると考えられる。一方、生理活性ペプ
チドがマクロファージの増殖に寄与する報告も多くなされている。ヒトの乳カゼインペプチドが
マクロファージの食作用を促進させること、牛乳カゼイン由来ペプチドが in vitro で食作用を刺激
し、in vivo で感染に対する抵抗性を高めることなど多くが報告されており (陳, 1994)、蜂の子に含
まれるペプチドがマクロファージ活性化作用を持つ可能性は十分に考えられる。 
 
3.3.3 マクロファージの DOX 誘導アポトーシスに対する HLE の保護効果 
図 3-3 に示されるように、0.05 µmol/L 及び 0.1 µmol/L 濃度の DOX 処理において、RAW264.7 細
胞の細胞存在率はそれぞれ 57.12±8.80%及び 38.81±14.16%に低下した。HLE の存在下では、
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RAW264.7 細胞の細胞存在率は濃度依存的に有意に回復し、1000 µg/mL の濃度で 115.83±6.82%
及び 106.85±8.36%に達した。この結果は HLE が RAW264.7 細胞に対して潜在的な保護活性を有
することを示した。図 3-3C はそれに応じて、上記の RAW264.7 細胞における形態的変化を明らか
にした。 
DOX 誘発マクロファージに対する HLE の保護効果を確認するため、フローサイトメトリー分
析を用いて、未処理細胞、DOX (0.1 µmol/L) 処理細胞及び DOX (0.1 µmol/L) + HLE 処理細胞それ
ぞれにおけるアポトーシス集団 (早期アポトーシス+後期アポトーシス) を評価した。RAW264.7
細胞のアポトーシス集団は 24 時間の DOX (0.1 µmol/L) 処理後 57.9%に達したが、500 µg/mL 及び
1000 µg/mL 濃度の HLE の存在下では、アポトーシス集団はそれぞれ 39.90%及び 24.64%に低下し
た (図 3-4)。  
ウエスタンブロット法の結果から、DOX 誘発アポトーシスに対する HLE の保護効果を確認し
た結果を図 3-5 に示した。多数の研究が証明しているように、アポトーシス細胞では Caspase-3 が
外因性及び内因性の両経路によって活性化する (Salvesen, 2002; Ghavami et al., 2009)。この研究で
は、DOX 処理されたマクロファージにおいて、500 及び 1000 µg/mL 濃度の HLE 存在下で Caspase-
3 の発現レベルの増加が認められた。これは、HLE がマクロファージの DOX 誘発アポトーシスに
おいて有望な保護効果を示し、化学療法剤 DOX の使用中に強力な相補的試薬として役立つ可能
性があることを示唆した。 
 
3.3.4 マクロファージの H2O2 誘導ストレスに対する HLE の保護効果 
図 3-6 に示されるように、300 µM 及び 600 µM 濃度の H2O2処理において、RAW264.7 細胞の細
胞存在率はそれぞれ 32.72±4.34%及び 24.95±3.33%に低下した。HLE の存在下では、RAW264.7
細胞の細胞存在率は濃度依存的に有意に回復し、1000 µg/mL の濃度で 113.44±8.77%及び 96.10±
7.28%に達した。この結果は、3.3.3 の DOX 誘導アポトーシスと同様であり HLE が RAW264.7 細
胞の H2O2誘導ストレスに対して保護活性を有することを示した。 
 
3.3.5 マクロファージの LPS 誘導による細胞存在率、NO 及び IL-6 の産生 
マクロファージは炎症においても重要な役割を果たし、RAW264.7 細胞への LPS 刺激は、天然
物による抗炎症効果の評価において幅広く使われている (Li et al., 2016c; Bi et al., 2017)。HLE の in 
vitro での抗炎症活性を調べるため、LPS (500 ng/mL) に刺激された RAW264.7 細胞に対する HLE 
(濃度範囲：15.6-125 µg/mL) の増殖効果を測定した。対照と LPS 処置群との間に有意差は見られ
ず、HLE は 15.6、31.3、62.5 及び 125 µg/mL のいずれの濃度でも RAW264.7 細胞に対して増殖効
果を示さなかった (表 3-1)。次に、LPS 刺激 RAW264.7 細胞に対する HLE 処理後 (HLE 濃度：
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15.6、31.3、62.5 及び 125 µg/mL)での NO 及び IL-6 の産生を解析した。その結果、HLE 濃度 62.5 
µg/mL 及び 125 µg/mL の処理で、それぞれ 14.44%及び 18.47%の阻害率で NO の産生を有意に減
少させた。また、HLE 濃度 62.5 µg/mL 及び 125 µg/mL の処理で、それぞれ 20.70%及び 36.29%の
阻害率で IL-6 の産生を有意に減少させた。  
LPSはToll様受容体と結合し、Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK)、PI3-Kinase (PI3K) /AKT、
または NF-κB シグナル経路など一連の細胞内シグナル伝達カスケードを活性化し、サイトカイン
を誘発することが報告されている (Cross and Wilson, 2003; Nagy et al., 2010)。そのサイトカインに
は、TNF-α、IL-1β または IL-6、誘導型一酸化窒素合成酵素 (iNOS) などの炎症性酵素、また NO
などの炎症性気体分子が含まれる。この研究では、HLE は、LPS 誘発マクロファージにおける NO
及び IL-6 の産生を有意に軽減し、その有力な抗炎症活性を示唆していると考えられた。 
 
3.3.6 がん細胞における EZH2 mRNA 発現量の評価 
マウスメラノーマ細胞 B16-F10 及び乳がん細胞 4T1-LUC における HLE の添加による EZH2 の
発現量変化を解析した。陽性対照としてがんで活性化することが知られているシグナル伝達回路
の阻害剤 (U0126：MEK inhibitor) を用いた。HLE を添加すると、濃度依存的に EZH2 mRNA の発
現が抑制された (図 3-7)。この結果から、HLE は EZH2 を介したがん促進を抑制する効果が示唆
された。 
EZH2は PcGタンパク質の一員であり、様々な遺伝子のエピジェネティックな発現調整を行う。
がんにおける EZH2 高発現は多数のシグナル伝達経路によって制御され、細胞のがん化をもたら
す一つの要因になっていることが推測されている (常田, 1994)。HLE が EZH2 に作用することで
効果を発現し、抗腫瘍に関与が認められる可能性が考えられる。 
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3.4  まとめ 
本章において、蜂の子が含有する成分自体が直接腫瘍細胞を攻撃する効果は認められず、 また、
正常細胞に与える影響もないことが明らかになった。HLE は、RAW264.7 細胞の増殖を促進し、
抗腫瘍剤 (DOX) が誘発した毒性及び H2O2が誘発した細胞ストレスに対しては、RAW264.7 細胞
の細胞死を抑制することが示唆された。さらに、HLE は RAW264.7 細胞を LPS 刺激による炎症か
ら有意に緩和することを示した。蜂の子抽出物は、マクロファージを活性化させ、免疫を高める
ことで抗腫瘍効果を示すことが示唆された。マウスメラノーマ細胞 B16-F10、乳がん細胞 4T1-LUC
に対して HLE 添加により EZH2 の mRNA の発現量が減少したことから、その根幹のメカニズム
として、腫瘍の発生と亢進に相関が高いとされる EZH2 の過剰発現を抑制することで抗腫瘍効果
を示すことが考えられた。 
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表 3-1  LPS 誘導による RAW264.7 細胞の細胞存在率、NO 及び IL-6 の産生に及ぼす影響 
 
HLE (μg/mL) LPS (500ng/mL) Cell viability (%) NO (μmol/mL) IL-6 (pg/mL) 
0 - 100±8.97 5.20±1.12 0 
0 + 102.27±7.39 20.09±0.96 130.90±5.81 
15.6 + 103.26±9.18 20.24±0.86 126.48±11.63 
31.3 + 103.16±10.24 18.63±0.79 122.56±29.45 
62.5 + 104.25±9.47 17.19±1.04** 103.81±8.68* 
125 + 106.61±13.16 16.38±0.83** 83.39±10.48** 
 
データは平均±標準偏差により示す (n=6)。対照に対して有意差があることを示す (*p <0.05, 
**p <0.01)。 
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図 3-1 がん細胞及び正常細胞への影響 
各種類のがん細胞及び正常細胞の存在率は HLE の添加濃度によらず、減少することはなかっ
た。データは平均値±標準偏差により示す (n=6)。対照に対して有意差があることを示す (*p < 
0.05)。 
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図 3-2 RAW 264.7 細胞の細胞存在率及び細胞形態に及ぼす影響 
(A) RAW264.7 細胞の細胞存在率 (24 h 培養時)、(B) RAW264.7 細胞の細胞存在率 (48 h 培養時) 
(C) RAW264.7 細胞の細胞形態 (24 h 培養時) 
 RAW 264.7 細胞の細胞存在率は、HLE の添加濃度依存的に向上し、HLE 125 μg/mL の添加量か
ら有意に向上していた。データは平均値±標準偏差により示す (n=6)。対照に対して有意差がある
ことを示す (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001)。 
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図 3-3 DOX 誘導アポトーシスに対する RAW 264.7 細胞保護効果① 
(A) RAW264.7 細胞の細胞存在率 (0.05 μM DOX 添加時)、(B) RAW264.7 細胞の細胞存在率 
(0.1 μM DOX 添加時)、(C) RAW264.7 細胞の細胞形態 (0.1 μM DOX 添加時) 
DOX の添加により、RAW 264.7 細胞の細胞存在率は著しく低下したが、HLE の添加により、細
胞存在率の回復が認められた。データは平均値±標準偏差により示す (n=6)。対照に対して有意差
があることを示す (*p < 0.05)。 
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図 3-4 DOX 誘導アポトーシスに対する RAW 264.7 細胞保護効果② 
(A) アポトーシス集団細胞数統計結果、(B) フローサイトメトリー測定結果  
DOX の添加で顕著な RAW264.7 細胞のアポトーシス誘導が認められた。これに HLE を添加す
ると、濃度依存的に RAW264.7 細胞のアポトーシス誘導が抑制された。 
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図 3-5 DOX 誘導アポトーシスに対する RAW 264.7 細胞保護効果③ 
ウエスタンブロット結果 
DOX の添加により RAW264.7 細胞中のアポトーシス誘導に関与する Caspase 3 の発現が低下し
たが、HLE の添加により、Caspase 3 の発現が活性化された。 
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図 3-6 H2O2誘導ストレスに対する RAW 264.7 細胞保護効果 
(A) RAW264.7 細胞の細胞存在率 (300 μM H2O2添加時)、(B) RAW264.7 細胞の細胞存在率 (600 
μM H2O2添加時) 
H2O2 の添加により、RAW 264.7 細胞の細胞存在率は著しく低下したが、HLE の添加で細胞存
在率の回復が認められた。データは平均値±標準偏差により示す (n=6)。対照に対して有意差が
あることを示す (*p < 0.05)。 
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図 3-7 がん細胞における EZH2 の mRNA 発現量の評価結果 
A: メラノーマ細胞 B16-F10、B: 乳がん細胞 4T1-LUC 
メラノーマ細胞及び乳がん細胞に対し、HLE を添加すると濃度依存的に EZH2 mRNA の発現が
抑制された。データは平均±標準誤差により示す (n=6)。対照に対して有意差があることを示す
(*p < 0.05, **p < 0.01)。 
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第4章 蜂の子末の経口摂取が NC/Nga マウスに及ぼすアトピー性皮膚炎改善効果 
4.1 はじめに 
アトピー性皮膚炎とは、増悪と緩解を繰り返す強い掻痒を伴う亜急性、慢性、再発性の過敏症
の皮膚炎の一種で、遺伝的、精神的、免疫学的要因及び皮膚の防御機能障害が複合的に関与する
ことにより惹起されると報告されている (Kim et al., 2015; Leung, 2003)。アトピーの言葉の由来は、
ギリシア語の｢atopos｣が語源といわれ、｢特定されていない｣、｢奇妙な｣ を意味し、1923 年に Arthur 
Cocaと Robert Cookeらによって ｢遺伝的素因をもったヒトに現れる即時型アレルギーに基づく病
気｣ に対して名づけられた。その後、1933 年にアメリカ・ニューヨークの皮膚科医 Marion 
Sulzberger によって、皮膚炎と結びつけられ ｢アトピー性皮膚炎 (Atopic Dermatitis)｣ という病名
がつけられ、その際には ｢アトピー性皮膚炎ガレギアン｣ という抗体を持つヒトに発症すること
が提唱された。現在では、液性免疫反応に基づくアレルギーのうちⅠ型アレルギー (IgE 関与) の
ことを指す。アトピー性皮膚炎の主徴候は乾皮症、 掻痒症、 紅斑性丘疹及び湿疹である (Kim et 
al., 2015; Leung, 2003)。時に激しい掻痒を伴うため、睡眠の妨げや学習に集中できなくなるなど支
障をきたす。また、生活面だけでなく掻痒により誘発される掻破行動によって、皮膚バリアが障
害されて皮膚症状が増悪化し、それがさらに掻痒を誘発し悪循環に陥り、慢性化し、漿液性丘疹、
落屑、痂皮を伴い、さらに悪化するとびらん、湿潤などをきたすこともある。また、障害部位か
ら黄色ブドウ球菌の二次感染を引き起こし重症に繋がる例もある。通常生後 2 ヶ月～1 年の間に
アトピー性皮膚炎患者の 60%が発症すると言われており、5 歳までに 30%、6～20 歳の間に 10%
が発症すると言われている。また、アトピー性皮膚炎治療ガイドライン 2008 によると、アトピー
性皮膚炎は 4 ヶ月～6 歳では 12%前後、20～30 歳代で 9%前後の頻度で罹患者が認められるとされ
ており、平成 26 年厚生労働省健康局がん・疾病対策課の｢アレルギー疾患の現状等｣に関する報告
ではアトピー性皮膚炎の総罹患者数は、総計 45 万 6000 人に達すると報告されている。罹患者の
多くは若年者であり、気管支喘息、アレルギー性鼻炎、結膜炎、アトピー性皮膚炎の家族暦など
の既往歴もあり、幼小児期に発症した症状は成長に伴って緩解する疾患とされていたが、近年に
おいても未解明ではあるが、罹患者数は増大している。特に成人重症例の患者の増加は社会問題
にもなっている。アトピー性皮膚炎の治療方法は、その病態に基づいて①薬物療法、②皮膚の生
理学的異常に対するスキンケア、③悪化因子の検索と対策であり、個々の患者ごとの症状や背景
などを勘案して適切に組み合わせるが、基本的には薬物療法とスキンケアの組み合わせが主流と
なっている。アトピー性皮膚炎のスキンケア療法としては、皮膚の乾燥に対して 12%アンモニウ
ム乳酸ローションや 10% α-ヒドロキシ酸ローションなどが使用され、薬物療法としては、外用抗
炎症剤としてステロイド剤、掻痒に対しては抗ヒスタミン剤、抗アレルギー剤が用いられている。
しかしながら、抗ヒスタミン剤、抗アレルギー剤は、皮膚障害が慢性化した患者や重症例の罹患
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者の掻痒に対する効果は多くの場合期待できず、またステロイド剤は、長期的に使用した場合、
皮膚の萎縮を生じる可能性があり、また過度に使用すると脳下垂体、副腎系の抑制、骨粗しょう
症、成長発達遅延を起こす可能性もある為、使用にあたっては特別な注意が喚起されている。従
って、アトピー性皮膚炎症状を緩和し、掻痒を抑制し、さらに長期的に連用しても副作用の発現
がない医薬品や健康食品の開発が求められており、医薬品の開発には認可までに時間を要するこ
とと、喫緊に対応すべき課題でもあることから、我々は、それを健康食品として開発すべく天然
素材に求めた。 
アトピー性皮膚炎の病態は複雑であり、その診断は掻痒、特徴的な湿疹として身体における分
布や慢性化・反復性についての経過を観察したうえで実施される。人のアトピー性皮膚炎患者の
うちの約 80%は、血清中総 IgE 濃度が高値を示しており、血清中総 IgE 濃度とアトピー性皮膚炎
の重篤度には密接な関連があることが知られている (Kim et al., 2015; Johnson et al., 1974; Navi et 
al., 2007)。また、アトピー性皮膚炎の重篤化には Th1 及び Th2 系サイトカインのバランスの乱れ
が関与している (Navi et al., 2007; Grewe et al., 1998)。人のアトピー性皮膚炎患者の皮膚では、Th2
系サイトカインである IL-4、IL-5 及び IL-13 産生が増大し、 当該サイトカインにより血清総 IgE
の上昇、 高好酸球血症及び皮膚における好酸球浸潤の重篤化が誘発されることが明らかとなって
いる (Leung, 2003; Navi et al., 2007; Grewe et al., 1998)。一方、 Th1 系サイトカインである IFN-γは
アトピー性皮膚炎の病理発生機序において重要な役割を担っており、 アトピー性皮膚炎患者の皮
膚では健常者の皮膚と比較し IFN-γ mRNA 発現が増大していることや、アトピー性皮膚炎の治療
により増大していた IFN-γ mRNA 発現が健常レベルまで抑制されることが報告されている 
(Grewe et al., 1994)。 
蜂産品は、ローヤルゼリー、プロポリス、はちみつなど世界各国、 特に東洋諸国において伝統
的代替医療に用いられてきた (Aoki et al., 2012)。蜂産品にはアミノ酸、オリゴペプチド、フィト
ステロール、フィトエストロジェン (リグニン、フラボノイド)、脱皮、変態、休眠を調節する昆
虫ホルモンやエクジステロイドを含有している (Aoki et al., 2012; Riddiford et al., 1999)。蜂産品の
一つであるローヤルゼリーが、IFN-γの産生抑制及び iNOS の発現増大を介して NC/Nga マウスの
アトピー性皮膚炎様病変の進展を抑制したことが報告されている (Taniguchi et al., 2003)。また、
蜂の子の凍結乾燥粉末の経口投与より、血中のコルチゾールが低下し、視床下部-下垂体-副腎系を
調整することにより耳鳴りに関連した鬱徴候が改善されたことが過去の研究によって明らかにさ
れている (Aoki et al., 2012)。ローヤルゼリーは、働き蜂が花粉や花の蜜を食し、それらが体内で
酵素により分解して合成して作り出される代謝産物であり前述のとおり免疫調節機能があること
が知られており、プロポリスは、植物の樹脂と蜜蜂の唾液からなる混合物であり抗菌活性、抗炎
症作用を示すことが知られている。共に蜂が作り出す産物であるプロポリスやローヤルゼリーに
55 
 
は、免疫機能の増強、虚弱体質の改善、皮膚老化の抑制、などの作用が報告されていることから (板
倉, 2004)、蜂の子を摂取した場合にもアレルギー体質改善が期待されるものの、科学的な検証は
ほとんど行われておらず、蜂の子のアトピー性皮膚炎改善効果に関する研究報告は、極めて少な
い。よって、本研究では HLP の経口摂取がアトピー性皮膚炎を誘発させた NC/Nga マウス及び軽
度アトピー性皮膚炎罹患者に及ぼす影響について検証した。 
NC/Nga マウスは、アトピー性皮膚炎の疾患モデル動物として広く研究に用いられている 
(Matsuda et al., 1997)。NC/Nga マウスは、コンベンショナル条件飼育下においてアトピー性皮膚 
炎徴候を発症するが、当該臨床徴候としては引っ掻き行動、紅斑、出血、浮腫、潰瘍、びらん、
鱗屑、乾皮症が挙げられ、病理組織学的には皮膚の肥厚、好酸球、肥満細胞、単核細胞の皮膚浸
潤が認められる (Matsuda et al., 1997)。NC/Nga マウスにおいても人と同様にアトピー性皮膚炎様
徴候の顕著化に伴い、血中総 IgE の高値化が認められる (Matsuda et al., 1997)。NC/Nga マウスに
対 し 2, 4, 6-Trinitrochlorobenzene (TNCB), 2, 4-Dinitrochlorobenzene (DNCB) 及 び 2, 
4-Dinitrofluorobenzene (DNFB) のようなハプテンを反復塗布することにより、 アトピー性皮膚炎
様皮膚病変が高い再現性で誘発されることが報告されている (Harada et al., 2009; Shiohara et al., 
2004; Sunada et al., 2008; Tomimori et al., 2005)。なお、ハプテンによって誘発された接触皮膚過敏
症は主に T 細胞介在性免疫応答によるものであることが明らかとなっている (Zhang et al., 2009)。
NC/Nga マウスの皮膚病変の病態は人における病態と酷似していることから、NC/Nga マウスは人
のアトピー性皮膚炎の病態モデルとして有用であることが認識されている (Suto et al., 1999)。 
そこで、本章では、TNCB にてアトピー性皮膚炎を誘発させた NC/Nga マウスを用いて、HLP
の摂取がアトピー性皮膚炎の進展にどのような影響を及ぼすか生理活性評価を行うと共にそのメ
カニズムについて検証することにした。 
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4.2 材料及び方法 
4.2.1 HLP の準備 
 第 2 章と同様である。 
 
4.2.2 実験動物 
5 週齢、雄の NC/Nga マウス (日本エスエルシー (株)、日本) を室温 22±2℃、湿度約 50%、明
暗サイクル 12 時間、コンベンショナル条件下で飼育した。本動物実験は鳥取大学動物実験委員会
の許可を得て実施した。 
 
4.2.3 実験動物の処置方法 
50 匹の NC/Nga マウスを次の 5 試験群に分けた (1 試験群 10 匹)：(1) 陰性コントロール群、 (2) 
陽性コントロール群、 (3) 0.1% HLP添加飼料摂取群、 (4) 0.5% HLP添加飼料摂取群、 (5) 1.0% HLP
添加飼料摂取群。陰性コントロール群及び陽性コントロール群にはマウス標準飼料 (CE-2; 日本
クレア、 東京、 日本)を全実験期間にわたり給餌し、0.1%、0.5%、1.0% HLP 添加飼料摂取群に
は、 実験開始後 7 日目から 53 日目にかけて各蜂の子添加飼料を与えた。マウス標準飼料と蜂の
子添加飼料の栄養成分の比較は表 4-1 に示した。陰性コントロール群、 陽性コントロール群及び
0.1%、0.5%、1.0% HLP 添加飼料摂取群の飼料摂取量において有意差は認められなかった。 
TNCB (東京化成工業、東京、日本) はエタノールで溶解した後に使用した。マウスの胸部、腹
部及び背部の被毛をハロタン麻酔後にバリカンを用いて毛刈りを行った。実験開始後 0 日目及び
4 日目において、 陰性コントロール群を除く総ての試験群のマウスの皮膚に 2% TNCB 液 150 µL
を塗布することで感作を実施した (胸部 50 µL、腹部 50 µL、後肢 50 µL)。4 日目以降 6 回にわた
り、 1% TNCB 液 190 µL を 1 週間間隔で皮膚への塗布を実施した (背部 150 µL、左右耳介 10 µL)。 
 
4.2.4 肉眼的検索 
背部及び耳介皮膚病変の程度を既報の診断基準 (Matsuda et al., 1997) に従い肉眼的にスコア化
した。(1) 紅斑/ 出血、 (2) 水腫、 (3) 擦過傷/ びらん、 (4) 鱗屑/ 乾皮症の各項目を 0 (無徴候)、 
1 (軽微)、2 (中等度)、3 (重度) にスコア化し、 総計を算出して皮膚炎スコア (最小値 0、 最大値
12) とした。耳介の厚さはダイアルゲージ (株式会社ミツトヨ、東京、日本) を用い、 TNCB に
よる感作後 0、 4、 11、 18、 25、 32、 39、 46 日に測定を行った。 
 
4.2.5 病理組織学的検索 
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TNCB による感作後 53 日目において耳介をサンプリングし、 10%中性緩衝ホルマリン液固定、
パラフィン包埋、薄切及びヘマトキシリンエオジン染色を施した。過去の論文に従い、耳介皮膚
における(1) 表皮の肥厚、 (2) 過角化症、 (3) びらん/ 潰瘍、 (4) 表皮及び真皮の炎症性細胞浸
潤、 (5) 水腫の病変の程度を 0 (無徴候)、 1 (軽微)、 2 (中等度)、 3 (重度)にスコア化し、 総計
を算出して耳介皮膚の病変の程度を評価した (Taniguchi et al., 2003)。 
 
4.2.6 血清総 IgE 及びサイトカイン濃度測定 
TNCB 感作後 53 日目に心臓から採血を行い、3,000×g にて 5 分間遠心分離することにより血清
を得た。血清中における総 IgE、INF-γ、IL-4 濃度は、マウス IgE ELISA キット (シバヤギ、 群馬、 
日本)、マウス IFN-γ、ELISA キット (Bender MedSystems, Vienna, Austria)、マウス IL-4 ELISA キ
ット (Bender MedSystems, Vienna, Austria) を用いて実施した。 
 
4.2.7 皮膚病変領域におけるサイトカイン濃度測定 
耳介を 20 mM Tris-HCL 緩衝液 (pH 7.5) でホモジナイズし、10,000×g、10 分間遠心分離するこ
とにより上清を得た。当該上清の IL-18 及び IL-12 濃度をマウス IL-18 ELISA キット (Medical and 
Biological Laboratories Co., Ltd., Nagoya, Japan)、マウス IL-12 ELISA キット (Bender MedSystems, 
Vienna, Austria) を用いて測定した。 
 
4.2.8 統計学的解析 
総ての数値は平均値±標準偏差で示した。得られた結果は統計ソフトウェアであるエクセル統
計 (SSRI Co., Ltd., 東京、日本) を用い、Dunnett の多重比較で比較解析を行った。p 値が 0.05 未
満及び 0.01 未満を統計学的に有意とした。 
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4.3 結果及び考察 
4.3.1 体重の変化及び肉眼検索結果 
 NC/Nga マウスでは TNCB や DNFB のようなハプテンを反復塗布することにより、高い再現性
をもってアトピー性皮膚炎様皮膚病変が誘発されることが知られているため (Harada et al., 2009; 
Shiohara et al., 2004; Tomimori et al., 2005)、本研究において TNCB 誘発 NC/Nga マウスを用いた。 
試験に使用する食餌において、HLP の最高添加量である 1%群でも、その栄養組成には影響し
ないことを確認した (表 4-1)。感作後 53 日後、陰性コントロール群、 陽性コントロール群、 0.1%、 
0.5%、1.0% HLP 添加飼料摂取群のマウスの状態を図 4-1 で示した。各群の体重の間に明らかな統
計学的有意差は認められなかったが、これは蜂の子が生体に対し有害でないことを示唆している 
(図 4-2)。陰性コントロール群において、肉眼的に皮膚炎徴候が全く認められなかったが、 陽性
コントロール群では総てのマウスにおいて乾皮症、鱗屑、紅斑、水腫、擦過傷、びらん、苔癬化、
皮疹等のアトピー性皮膚炎様皮膚病変が誘発され、当該病変の重篤度の指標である皮膚炎スコア
は TNCB の皮膚塗布の回数を重ねるに従い増大していった (図 4-3)。0.1%、0.5% HLP 添加飼料
摂取群では感作後 32、39、46 時間において、1.0% HLP 添加飼料摂取群では感作後 32、39、46、
53 時間において皮膚炎スコアの有意な抑制が認められた (図 4-3)。また、 TNCB の反復塗布は
NC/Nga マウスにおける耳介の肥厚を惹起したが、0.5%、1.0% HLP 添加飼料摂取群では、感作後
25 日目以降、耳介の肥厚は有意に抑制された。一方、0.1% HLP 添加飼料摂取群では、 感作後 25、
32、39 日目において耳介の肥厚が有意に抑制された (図 4-4)。 
既報例 (Harada et al., 2009; Shiohara et al., 2004; Sunada et al., 2005) と同様に、本研究においても
TNCB の塗布回数を重ねるごとに陽性コントロール群の皮膚の肉眼的病変は重篤化していったが、
当該病変は HLP 経口摂取により緩和に至った。 
  
4.3.2 病理組織学的検索 
 TNCB 感作後 53 日目において、陰性コントロール群の耳介皮膚では、病理組織学的変化は認め
られなかったが (図 4-5A)、陽性コントロール群の耳介皮膚では、表皮の肥厚、過角化症、 表皮
及び真皮における肥満細胞、好酸球、リンパ球等の炎症性細胞の重篤な浸潤が認められた (図
4-5B)。耳介皮膚におけるこれらの病理組織学的変化の程度は 0.5%、1.0% HLP 添加飼料摂取によ
り軽微化に至り (図 4-5D、図 4-5E)、当該試験群における組織学的皮膚炎スコアは陽性コントロー
ル群に比較し有意な低値を示した (図 4-6)。 
 
4.3.3 血清総 IgE 及びサイトカイン濃度の変化 
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 0.1% HLP添加飼料摂取群における血清総 IgE及び IL-4濃度は陽性コントロール群に比較し有意
差を示さなかったが、0.5%、1.0% HLP 添加飼料摂取群における血清総 IgE 及び IL-4 濃度は陽性
コントロール群に比較し有意に減少していた (図 4-7、図 4-8)。また、0.1%、0.5% HLP 添加飼料
摂取群における血清 IFN-γ 濃度は陽性コントロール群に比較し有意差は認められなかったが、
1.0% HLP 添加飼料摂取群における血清 IFN-γ濃度は陽性コントロール群に比較し有意な減少を示
していた (図 4-9)。 
 
4.3.4 皮膚病変領域におけるサイトカイン濃度の変化 
 0.5%、0.1% HLP 添加飼料摂取群における皮膚 IL-18 及び IL-12 濃度は陽性コントロール群に比
較し有意差を示さなかったが、1.0% HLP 添加飼料摂取群における皮膚 IL-18 及び IL-12 濃度は陽
性コントロール群に比較し有意な低値を示していた (図 4-10、図 4-11) 
 
4.3.5 考察 
 本研究により HLP の経口投与は上昇した血清総 IgE 濃度を健常レベルまで低下させるとともに、 
IL-4、IFN-γ濃度及び皮膚 IL-18、IL-12 濃度の上昇を抑制すること、すなわち Th1 及び Th2 細胞の
過剰応答を抑制することが明らかとなった。Th1/Th2 応答は人のアトピー性皮膚炎の発症と症状
の持続に関与し (Leung, 2003; Navi et al., 2007; Grewe et al., 1998)、 また、血液及び皮膚における
Th1 及び Th2 サイトカインの増大は皮膚炎徴候の重篤度と関連していることが報告されている 
(Jung et al., 2015; Sugiyama et al., 2010)。それゆえ、本研究において認められた HLP 経口投与によ
る NC/Nga マウスにおける Th1 及び Th2 細胞の過剰応答の抑制はアトピー性皮膚炎徴候の緩和に
大きく関与していると考えられる。ラパマイシンとミコフェノール酸の併用、β-1,3-D-glucan の一
種である paramylon が Th1 及び Th2 細胞の過剰応答の抑制を介して NC/Nga マウスにおけるアト
ピー性皮膚炎徴候を緩和したとの報告がなされている (Jung et al., 2015; Sugiyama et al., 2010)。 
蜂産品であるローヤルゼリーは働き蜂の大顎腺、顎下腺によって産生され、栄養補助食品とし
て利用されている (Taniguchi et al., 2003)。Taniguchi らは、ローヤルゼリーの経口摂取はトリニト
ロフェノール特異的 IFN-γ の産生抑制と iNOS 産生上昇を介して NC/Nga マウスのアトピー性皮
膚炎徴候を抑制することを報告している (Taniguchi et al., 2003)。一方、 DNP-KLH 免疫化マウス
では健常コントロールマウスに比較し、Th1 サイトカインレベルは抑制され、 Th2 サイトカイン
は増大することが明らかにされている (Oka et al., 2001)。ローヤルゼリーの経口摂取は DNP-KLH
免疫化マウスにおいて Th2 サイトカインレベルを健常レベルまで低下させ、Th1 サイトカインレ
ベルを健常レベルまで上昇させることにより Th1/Th2 バランスを改善すること、すなわち、ロー
ヤルゼリーは免疫抑制作用ではなく免疫調節作用を示すことが報告されている (Oka et al., 2001)。
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本研究において HLP 経口摂取によって Th1 及び Th2 細胞の過剰応答の抑制が誘発されたが、当該
機序においてもローヤルゼリーと同様に免疫調節作用が関与している可能性が示唆された。 
グルココルチコイドの全身的投与がアトピー性皮膚炎に効果的である一方、グルココルチコイ
ドの服用は体重減少、クッシング徴候、白内障、糖尿病、低カルシウム血症、骨質減少などの副
作用を惹き起こす (Harada et al., 2009; Sidbury et al., 2000)。本研究では、HLP 経口摂取はグルココ
ルチコイドによって誘発されるような副作用を惹起することなくアトピー性皮膚炎徴候を緩和す
ることが示された。蜂の子の経口摂取はアトピー性皮膚炎の緩和療法として安全でかつ効果的で
あると考えられる。 
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4.4  まとめ 
 本章において、TNCB にてアトピー性皮膚炎を誘発させた NC/Nga マウスを用いて、HLP 経口
摂取による改善効果を評価した。陽性コントロール群では顕著な皮膚炎徴候が認められたことに
対し、HLP 混合飼料投与群においては皮膚炎徴候を用量依存的に抑制した。陽性対照群では耳介
の顕著な肥厚及び変形が認められたことに対し、HLP 混合飼料投与群においては、当該徴候の抑
制が認められた。皮膚炎スコアにおいては、陽性対照群と 0.5%及び 1.0% HLP 添加飼料投与群と
の間に有意差が認められた。HLP の投与により、マウス血清の IgE、IL-4 及び IFN-γ の上昇を抑
制した。さらに、皮膚 IL-18 及び IL-12 についても同様、上昇を抑制した。 
 アトピー性皮膚炎を誘発させた NC/Nga マウスに HLP を経口摂取させた結果、皮膚炎スコア、
耳介肥厚の程度、病理組織学的所見、血清総 IgE 値、血清サイトカイン、皮膚サイトカインの変
化、動態を追跡した結果、蜂の子にはアトピー性皮膚炎の病態を軽減する機能があることが明ら
かになった。 
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表 4-1 マウス標準飼料 (CE-2) と HLP 添加飼料の栄養組成の比較 
 
*1 Total crude fiber (4.63 g/100 g) and nitrogen free extract (NFE) (49.78 g/100 g).  
*2 Protein: 1 gram = 4 calories; Fat: 1 gram = 9 calories; Carbohydrates: 1 gram = 4 calories 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Component (g) 
Standard 
mouse diet  
(CE-2)/100 g 
0.1% Honey bee 
larvae 
/100 g 
0.5% Honey bee 
larvae 
/100 g 
1.0% Honey bee 
larvae 
/100 g 
Moisture 8.89 8.88 8.86 8.82 
Protein 24.88 24.91 25.01 25.13 
Fat 5.03 5.04 5.07 5.11 
Ash 6.79 6.79 6.78 6.76 
Carbohydrate*1 54.41 54.39 54.29 54.17 
Total Energy (kcal)*2 343.9 344 344.4 344.9 
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図 4-1 各試験群マウスの状態 (感作後 53 日後) 
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図 4-2 各試験群マウスの体重の変化 
 各群の体重の間に明らかな統計学的有意差は認められなかった。データは平均±標準偏差によ
り示す(n=10)。 
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図 4-3 各試験群マウスの皮膚炎スコア (背部及び耳介皮膚病変の程度) 
 0.1%、0.5% HLP 添加飼料摂取群では感作後 32、39、46 時間において、1.0% HLP 添加飼料摂
取群では感作後 32、39、46、53 時間において皮膚炎スコアの有意な抑制が認められた。データ
は平均±標準偏差により示す (n=10)。対照に対して有意差があることを示す (*p < 0.01)。 
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図 4-4 各試験群マウスの耳介の肥厚 
 0.5%、1.0% HLP 添加飼料摂取群では、感作後 25 日目以降、耳介の肥厚は有意に抑制された。
一方、0.1% HLP 添加飼料摂取群では、感作後 25、32、39 日目において耳介の肥厚が有意に抑制
された。データは平均±標準偏差により示す (n=10)。対照に対して有意差があることを示す (*p < 
0.01, **p < 0.05)。 
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図 4-5 耳介皮膚の病理組織学的変化 (染色) 
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Positive control 群の耳介皮膚では、表皮の肥厚、過角化症等病理組織学的変化が認められたが、
HLP 投与群では、用量依存的に軽微化に至った。 
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図 4-6 各試験群の組織学的皮膚炎スコア 
Positive control 群では、顕著な皮膚炎スコアの悪化が見られたが、HLP 投与群では改善傾向が認
められた。データは平均±標準偏差により示す (n=10)。対照に対して有意差があることを示す (*p 
< 0.01)。  
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図 4-7 各試験群の血清総 IgE 濃度の変化 
 マウス血清中の総 IgE 濃度は、Positive control 群と比較して、HLP 投与群は用量依存的に低下が
認められた。データは平均±標準偏差により示す (n=10)。対照に対して有意差があることを示す 
(*p < 0.01, **p < 0.05)。 
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図 4-8 各試験群の血清 IL-4 濃度の変化 
マウス血清中の IL-4 濃度は、Positive control 群と比較して、HLP 投与群は用量依存的に低下が
認められた。データは平均±標準偏差により示す (n=10)。対照に対して有意差があることを示す 
(*p < 0.01, **p < 0.05)。 
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図 4-9 各試験群の血清 IFN-γ濃度の変化 
マウス血清中の IFN-γ濃度は、Positive control 群と比較して、HLP 投与群は用量依存的に低下が
認められた。データは平均±標準偏差により示す (n=10)。対照に対して有意差があることを示す 
(*p < 0.01, **p < 0.05)。 
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図 4-10 各試験群の皮膚 IL-18 濃度の変化 
マウス皮膚病態箇所の IL-18 は、Positive control 群と比較して、HLP 投与群は用量依存的に低下
が認められた。データは平均±標準偏差により示す (n=10)。対照に対して有意差があることを示
す (*p < 0.01, **p < 0.05)。 
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図 4-11 各試験群の皮膚 IL-12 濃度の変化 
マウス皮膚病態箇所の IL-12 は、Positive control 群と比較して、HLP 投与群は用量依存的に低下
が認められた。データは平均±標準偏差により示す (n=10)。対照に対して有意差があることを示
す (*p < 0.01, **p < 0.05) 。 
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第5章 蜂の子末の経口摂取がヒト・軽度アトピー性皮膚炎に及ぼす影響 
5.1 はじめに 
第 4 章のアトピー性皮膚炎発症モデルマウスである NC/Nga マウスを用いた検証結果より HLP
を経口摂取することで、アトピー性皮膚炎の進展が抑制されることが明らかになり、そのメカニ
ズムは、Th1、Th2 に関わる免疫の過剰反応を抑えることによる免疫調節作用であることが推察さ
れた。実際にヒトにおいてもアトピー性皮膚炎の緩和効果があるか機能性食品としての利用の可
能性について検証を試みた。 
アトピー性皮膚炎は皮膚表面の角質層の異常に伴って皮膚の乾燥とバリア機能異常という皮膚
の生理学的異常があるために、色々な物質に対して多彩な非特異的刺激反応及び特異的アレルギ
ー反応が関与して生じ、掻痒のある湿疹を主病変とする炎症性の皮膚疾患であり (日本皮膚科学
会, 2009)、憎悪と寛解を繰り返す慢性あるいは慢性再発性の疾患である (玉置 et al., 2006)。アト
ピー性皮膚炎の症状や重症度は、乳酸脱水酵素 (LDH)、末梢血好酸球数、血清 IgE、血清 TARC
と関連があり、これらの病態指標の評価は、アトピー性皮膚炎の治療や症状の軽減、経過観察に
有効であると考えられる。特に非特異的 IgE と TARC はアトピー性皮膚炎の識別能が高いと考え
られている (玉置 et al., 2006)。たとえば健常者と様々な重症度のアトピー性皮膚炎患者の非特異
的 IgE を比較したところ、健常者群、軽症群、中等症群に有意な群間差が報告されている (玉置 et 
al., 2006)。皮膚表面の様々な刺激によって角化細胞から産生される Th2 型ケモカインの一種であ
る TARC も皮膚の状態が値で表されるため、アトピー性皮膚炎の有効な病勢指標であると認めら
れており (日本皮膚科学会, 2009; 玉置 et al., 2006; 小宮根, 2009; 中村, 2010)、皮膚の炎症の重症
度に相関して血清中の TARC 値も変動するため、精度の高い病勢指標として期待されている。ま
た、2008年 7月よりアトピー性皮膚炎の診断用マーカーとして健康保険が適用され (小宮根, 2009)、
診断に用いられるようになった。成人のアトピー性皮膚炎に関する無病・有病診断及び軽度・中
等度診断に有用である (玉置 et al., 2006; 小宮根, 2009; 中村, 2010)。 
アトピー性皮膚炎の診療の現場では遷延化した症状を抱え生活の質 (QOL) の低下や社会生活
に支障をきたしている患者が多く、患者やその家族にとって大きな損失である。このような背景
には、アトピー性皮膚炎の病因が多因子である為に、治療においても複数の要素を考慮する必要
があることや、薬物療法の中心が外用療法となっており、患者及び養育者の裁量が加わりやすい
不確実な要素をもつこと、ステロイド外用薬など抗炎症外用薬を忌避する傾向があるなど、アト
ピー性皮膚炎及びその治療に関する特性が影響している。 
蜂の子は、プロポリスやローヤルゼリーといった成分を体内蓄積していると考えられる。プロ
ポリスやローヤルゼリーには、免疫機能の増強、虚弱体質の改善、皮膚老化の抑制が報告されて
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おり (板倉, 2004)、ヒトにおいて蜂の子を摂取した場合にも、アレルギー体質改善効果が期待され
るが、科学的な検証は行われていない。 
そこで本研究ではヒト軽度アトピー性皮膚炎罹患者を対象とし、HLP の経口摂取によるアトピ
ー性皮膚炎に対する有効性を評価することとした。評価項目としては、バイオマーカーとしてア
トピー性皮膚炎の識別能が高いとされる血清非特異的 IgE と TARC 値に及ぼす影響を評価すると
共に、医師の問診による皮膚の評価及びアトピー性皮膚炎診療ガイドラインに従い自覚的アンケ
ート調査を実施し皮膚の症状と QOL の主観的な評価も行った。また摂取前後で身体測定、理学検
査、血液検査も行い安全性評価も併せて行った。 
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5.2 対象及び方法 
5.2.1 研究デザイン 
 本研究は、非盲検試験にてヒト臨床試験を行った。本試験は｢ヘルシンキ試験宣言 (2008 年 10
月改訂) ｣、及び｢疫学研究に関する倫理指針 (2008 年一部改正) ｣を遵守し、医学倫理に十分配慮
し実施した。試験計画は、医療法人社団盛心会タカラクリニック (東京都品川区) の倫理委員会に
よって承認された (1010-NH01-02) (承認日 2010 年 11 月 8 日)。被験者は、株式会社オルトメディ
コ (東京都文京区) が運営するモニター募集サイト GO106 (http://monitor-touroku.jp/) で募集を行
い、総ての被験者に対して試験参加前に試験内容について十分な説明を行い、インフォームドコ
ンセントを書面にて取得し実施された。 
 
5.2.2 試験参加者 
本研究は、試験前スクリーニングとして皮膚科医師により、軽度のアトピー性皮膚炎に罹患す
ると診断された日本人成人男女を選択した。また参加当時治療を行っている場合、試験参加につ
いて主治医の許可を得られる者とした。さらに試験参加にあたり次の基準にあてはまる者は除外
した。①心不全、心筋梗塞などの治療の既往歴がある者、②疾患等による除外 [不整脈、肝障害、
腎障害、脳血管障害、リウマチ、糖尿病、脂質異常症 (高脂血症)、高血圧、その他の慢性疾患等
で治療中の者]、③ 医薬品 (漢方薬を含む) を服用している者、④ その他、試験責任医師が本試
験への参加が不適当と判断した者、⑤ 過去 3 ヶ月以内に他の臨床試験に参加した者。 
 
5.2.3 試験食品 
試験食品は、ハードカプセルに 1 粒あたり HLP を 250 mg 充填されたものを用意した (表 5-1)。
試験参加者は、上記の HLP 入りハードカプセルを食前に 1 日 4 粒、12 週間摂取した。 
 
5.2.4 評価項目 
5.2.4-1 アトピー性皮膚炎病勢指標 (細胞性免疫) 
摂取前、摂取 6 週後、摂取 12 週後の全検査日に、血液採集後、非特異的 IgE と TARC の検査
を行った。血液採集は広尾皮フ科クリニック (東京都渋谷区) で行われ、検査は株式会社 LSI メデ
ィエンス (東京都千代田区) に委託した。 
 
5.2.4-2 医師による問診 
医師の目視によりアトピー性皮膚炎の軽重を診断した。診断は頸部、右腕、左腕に対して行わ
れ、紅斑・急性期の丘疹、湿潤・痴皮、慢性期の丘疹・結節・苔癬化、皮疹の面積の 4 項目を評
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価した。頸部、右腕、左腕の各部位に対して複数箇所 (例：関節、前腕、上腕など) に症状が認め
られた場合は、それぞれの箇所について評価を行い、それらを平均して該当する部位についての
分析とした。また各項目の評価には、Visual Analogue Scale (VAS) 法 (Aitken, 1969) を用い、左端
から印をつけた位置までの距離 (cm) を得点化し、得点が低いほど軽症であることを示した。試
験食品の摂取前、摂取 6 週後、及び摂取 12 週後に広尾皮フ科クリニックにおいて実施した。 
 
5.2.4-3 アンケート調査 
自覚的アンケートは、試験食品の摂取前、摂取 6 週後、及び摂取 12 週後に広尾皮フ科クリニッ
クにおいて実施した。使用したアンケートは以下のとおりである。 
(1) Skindex-16 日本語版による QOL の測定 
調査項目はアトピー性皮膚炎診療ガイドライン (日本皮膚科学会, 2009) に従い、被験者の QOL
を測定するために Skindex-16 日本語版回答用紙を用い、Skindex-16 (Chren et al., 2001; Higaki et al., 
2002) を実施した。Skindex-16 は皮膚疾患特異的な QOL 評価尺度の一つであり、Chren によって
開発され、症状・感情・機能の 3 つの下位尺度に属する 16 項目の質問で構成されており、アトピ
ー性皮膚炎が被験者の生活に及ぼす影響を正確に検討することができる。被験者は過去 1 週間に
最も悩まされた皮膚症状について悩まされた程度に対して、0 (まったく悩まされなかった) ~ 6 (い
つも悩まされた) の 7 段階の選択肢から選択する。得点は 0～100 までのスコアに変換され、スコ
アが高いほど QOL が低い (重症) と自覚していることを示す。 
(2) Dermatology Life Quality Index (DLQI) 日本語版による QOL の測定 
アトピー性皮膚炎診療ガイドライン (日本皮膚科学会, 2009) に従い、被験者の QOL を測定す
るために DLQI (Finlay and Khan, 1994; Holm et al., 2006; 福原 et al., 2004) 日本語版回答用紙を用
い、DLQI を実施した。DLQI は、1994 年に英国の Finlay らによって開発された皮膚疾患特異的尺
度である。10 項目の質問で構成されており、アトピー性皮膚炎の被験者が皮膚の状態によって感
じる日常生活の不便さについて回答し、点数化することによってここ 1 週間で皮膚の状態が生活
にどれくらい影響を与えたか簡便に計測することができる。試験参加者は各項目について、原則
として 1 (非常に) ~ 4 (全くない) の 4 段階、1 (非常に) ~ 4 (全くない) と 0 (あてはまらない) を含
む 5 段階、1 (はい) / 2 (いいえ) / 0 (あてはまらない) を含む 3 段階で回答した。下位尺度のスコア
リング方法は、3 点 (非常に) ~ 0 点 (全くない) の 4 段階、3 点 (非常に) ~ 0 点 (全くない、あて
はまらない) を含む 4 段階、2 点 (はい) / 1 点 (いいえ) / 0 点 (あてはまらない) を含む 3 段階で得
点化し、総合得点と症状・感情、日常活動、レジャー、仕事・学校、人間関係、治療の 6 つの下
位尺度からなり、それぞれの最高得点は、30、6、6、6、3、6、3 点であり、得点が高いほど QOL
が低い (重症) ことを示す。 
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(3) VAS 法による健康状態の評価 
VAS 法を用いて次の 10 項目の測定が行われた。被験者は健康状態について、排便の改善、疲
れやすさ、総合的な体調の良さ、イライラ感、目覚めの良さ、体調の変化について、体力がつい
た、肌のつや、精神的ストレス状態、肌の痒みの 10 項目を回答した。VAS 法は、各項目の右横
に長さ 10 cm の横棒を印字し、左端 (0 cm) を想像できる最悪の状態、右端 (10 cm) を最良の状
態とし、自身の状態を横棒上に記すよう求めた。左端から印をつけた位置までの距離 (cm) を得
点化し、健康状態として評価した。 
 
5.2.4-4 安全性項目 
安全性の評価として試験開始前後に以下検査を行った。 
(1) 身体測定・理学検査 
身長、体重、BMI、体脂肪率、収縮期血圧、拡張期血圧、心拍数を測定した。身長はスクリー
ニング検査時のみで、その他は摂取前検査及び摂取 12 週後に測定した。身長は手動身長計、体重
と体脂肪率は Omron HBF-900 (オムロン ヘルスケア株式会社、京都府)、血圧は血圧計 (ウェル
チ・アレン・ジャパン株式会社、 東京都千代田区) を使用して測定した。また BMI は体重 (kg) を
身長 (m) の二乗で除して求めた。測定は株式会社オルトメディコと広尾皮フ科クリニックにて実
施した。 
(2) 末梢血液検査 
血液採集は静脈血を約 20 mL 採血した。実施日は摂取前及び摂取 12 週後であった。 
血液学検査では、白血球数、赤血球数、ヘモグロビン、ヘマトクリット、血小板数、MCH (平
均赤血球色素量)、MCV (平均赤血球容積)、MCHC (平均赤血球色素濃度)、白血球像を測定した。
また白血球像の各検査値を白血球数に乗算することで、好中球、リンパ球、単球、好酸球、好塩
基球の数を算出した。検査機器には、Sysmex XE-9000、Sysmex XE-2100 (シスメックス株式会社、
兵庫県神戸市)、MICRO-HEG-120 (オムロン株式会社)、ライト染色液と光学顕微鏡 BH2 (オリンパ
ス株式会社、東京都新宿区) を用い、株式会社 LSI メディエンスに委託した。 
血液生化学検査では、AST (GOT)、ALT (GPT)、γ-GTP、ALP、LD (LDH)、LAP、総ビリルビン、
コリンエステラーゼ、ZTT、総蛋白、尿素窒素、クレアチニン、尿酸、CK、カルシウム、血清ア
ミラーゼ、総コレステロール、HDL-コレステロール、LDL-コレステロール、トリグリセリド (TG: 
中性脂肪)、遊離脂肪酸、グルコース、ヘモグロビン A1c (HbA1c : NGSP)、グリコアルブミンを測
定した。これらは株式会社 LSI メディエンスへ委託した。 
(3) 尿検査 
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採尿量は約 10 mL であり、蛋白定性、ブドウ糖定性、ウロビリノーゲン定性、ビリルビン定性、
ケトン体、pH、潜血を測定した。実施日は摂取前及び摂取 12 週後であった。検査はウロペーパ
ーⅢ’栄研’ (栄研化学株式会社、東京都台東区) を用い、広尾皮フ科クリニックにて実施した。 
 
5.2.5 統計学的解析 
細胞性免疫 (血液検査)、アンケート調査 (Skindex-16 日本語版、DLQI 日本語版、VAS) につ
いて、検査実施日 (摂取前、摂取 6 週後、摂取 12 週後) を要因とする 1 要因 3 水準の被験者内分
散分析を実施した。正規性の検定を行い、帰無仮説が採用された場合、Dunnett 法による多重比較
を用いて、摂取 6 週後、摂取 12 週後と摂取前との比較を行った。摂取 6 週後、摂取 12 週後の検
査結果が摂取前と変化がないという帰無仮説の検証を行い、帰無仮説が棄却された場合に有意差
があると判定した。正規性の検定を行い、帰無仮説が棄却された場合、Wilcoxon の符号付順位検
定を用いて摂取 6 週後、摂取 12 週後と摂取前との比較を行った。摂取 6 週後、摂取 12 週後の検
査結果が摂取前と変化がないという帰無仮説の検証を行い、帰無仮説が棄却された場合に有意差
があると判定した。 
身体測定・理学検査、末梢血液検査について、摂取前後で変化があるかどうかを検証するため、
正規性の検定を行い、帰無仮説が採用された場合、対応のある t 検定を実施した。摂取前後で変
化しないという帰無仮説の検証を行い、帰無仮説が棄却された場合に有意差があるとした。正規
性の検定を行い、帰無仮説が棄却された場合、Wilcoxon の符号付順位検定を用いて摂取 6 週後、
摂取 12 週後と摂取前との比較を行った。摂取 6 週後、摂取 12 週後の検査結果が摂取前と変化が
ないという帰無仮説の検証を行い、帰無仮説が棄却された場合に有意差があると判定した。 
統計解析は、統計解析ソフトウェアである IBM SPSS Ver.18.0 (日本アイ・ビー・エム株式会社、
東京都) を用いて行った。有意水準を 5% とし、両側検定で p 値が 0.05 未満を統計学的に有意、p
値が 0.1 未満を傾向差ありと判定した。 
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5.3 結果及び考察 
5.3.1 分析対象 
 本研究ではエントリーした 11 名のうち、1 名は試験途中に自己都合で来院することが困難とな
ったため脱落とした。また、摂取 12 週後において、TARC が高値を示した 1 名を除外した。具体
的には、摂取 12 週後 TARC の分布をグラフで確認し、高値の 1 名を除いたデータ集団の平均値と
標準偏差を計算したところ、その 1 名が±2 SD の範囲外であったため外れ値とした。最終的な分
析対象者は男性 2 名、女性 7 名の計 9 名であり、年齢は 40.1±10.3 (平均値±標準偏差) 歳であっ
た。尚、本研究ではアトピー症状を持つ者を対象としたことから、アトピー性皮膚炎の飲み薬や
塗り薬の使用は禁止しなかった。 
 
5.3.2 アトピー性皮膚炎病勢指標 (非特異的 IgE、TARC) 
摂取前、摂取 6 週後及び摂取 12 週後の非特異的 IgE 及び TARC の結果を表 5-2 に示した。摂取
前について被験者の非特異的 IgE の平均値については、基準値より大幅に高い値を示していた。
一方、TARC 値については、正常範囲であった。非特異的 IgE について、摂取前と摂取 6 週後、
摂取前と摂取 12 週後にかけて有意な変化は認められなかったが、摂取前と摂取 12 週後に減少す
る傾向差が認められた (p = 0.063)。一方、TARC の平均値は、摂取前と摂取 6 週後、摂取前と摂
取 12 週後にかけて有意な変化は認められなかった。 
 
5.3.3 医師による問診 
摂取前、摂取 6 週後及び摂取 12 週後の医師による問診の結果を表 5-3 に示した。摂取前と摂取
6 週後の間に有意差が認められた項目は、「頸部_皮疹の面積」 (p = 0.008) であった。また平均
値は 40.9%の減少 (3.6 点→2.1 点) であった。摂取前と摂取 6 週後の間に傾向差が認められた項目
は、「全体_皮疹の面積」 (p = 0.078) であった。また平均値は 20.4%の減少 (6.3 点→5.0 点) であ
った。 
摂取前と摂取 12 週後の間に有意差が認められた項目は、「頸部_皮疹の面積」 (p = 0.016) であ
った。また平均値は 55.8%の減少 (3.6 点→1.6 点) であった。 
 
5.3.4 アンケート調査結果：Skindex-16 日本語版 
 摂取前、摂取 6週後及び摂取 12週後 の Skindex-16 日本語版の結果を表 5-4に示した。Skindex-16
の質問項目は「症状」、「感情」、「機能」の 3 つの下位尺度に分類される。分類されたそれぞ
れ下位尺度について分析し、さらにその「総得点」に対しても分析を行った。 
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摂取前と摂取 6 週後、摂取前と摂取 12 週後の間に有意差が認められた項目はなかった。摂取前
と摂取 12 週後の間に傾向差が認められた項目は「感情」 (p = 0.094) であった。また平均値は 34.5%
の減少 (3.7 点→2.4 点) であった。 
 
5.3.5  アンケート調査結果：DLQI 日本語版 
 摂取前、摂取 6 週後及び摂取 12 週後の DLQI 日本語版の結果を表 5-5 に示した。DLQI の質問
項目は「症状・感情」、「日常生活」、「レジャー」、「仕事・学校」、「人間関係」、「治療」
の 6 つの下位尺度に分類される。分類されたそれぞれ下位尺度について分析し、さらにその総合
得点に対しても分析を行った。 
摂取前と摂取 6 週後、摂取前と摂取 12 週後の間に有意差が認められた項目はなかった。摂取前
と摂取 12 週後の間に傾向差が認められた項目は、「症状・感情」 (p = 0.070)、「総合得点」 (p = 
0.078) であった。また平均値は、「症状・感情」において 45.5%の減少 (2.4 点→1.3 点)、「総合
得点」において 31.0%の減少 (4.7 点→3.2 点) であった。 
 
5.3.6  アンケート調査結果：VAS 法 
 摂取前、摂取 6 週後及び摂取 12 週後の VAS の結果を表 5-6 に示した。摂取前と摂取 6 週後の
間に有意差が認められた項目はなかった。摂取前と摂取 6 週後の間に傾向差が認められた項目は、
「肌のつや」 (p = 0.098) であった。また平均値は 28.7%の増加 (4.3 点→5.6 点) であった。 
摂取前と摂取 12 週後の間に有意差が認められた項目は、「肌の痒み」 (p = 0.027) であった。
また平均値は 82.8%の増加 (2.9 点→5.3 点) であった。 
摂取前と摂取 12 週後の間に傾向差が認められた項目は、「イライラ感」 (p = 0.063)、「体力が
ついた」 (p = 0.085) であった。また平均値は、「イライラ感」において 41.6%の増加 (4.7 点→6.7
点)、「体力がついた」において 20.6%の減少 (4.8 点→3.8 点) であった。 
 
5.3.7 身体測定・理学検査 
 摂取前及び摂取 12 週後の身体測定・理学検査の結果を表 5-7 に示した。摂取前と摂取 12 週後
の間に有意差が認められた項目は、「拡張期血圧」 (p = 0.036) であった。また平均値は 3.7%の
増加 (62.8 mmHg→65.1 mmHg) であった。摂取前と摂取 12 週後の間に傾向差が認められた項目
は、「体脂肪率」 (p = 0.068) であった。また平均値は 4.7%の増加 (23.7% →24.8%) であった。 
 
5.3.8 血液検査 
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 摂取前及び摂取 12 週後の末梢血液検査の結果を表 5-8 に示した。摂取前と摂取 12 週後の間に
有意差が認められた項目は、グルコース (p = 0.047)、グリコアルブミン (p = 0.023) であった。ま
た平均値はグルコースにおいて 7.3%の増加 (77.2 mEq/L→82.9 mEq/L)、グリコアルブミンにおい
て 2.7%の減少 (14.2%→13.8%) であった。 
摂取前と摂取 12 週後の間に傾向差が認められた項目は、リンパ球数 (p = 0.061)、カルシウム (p = 
0.099)、総コレステロール (p = 0.094)、LDL-コレステロール (p = 0.055) であった。また平均値は、
リンパ球数において 14.2%の減少 (1866.4 /μL→1600.6 /μL)、カルシウムにおいて 1.9%の増加 (9.3 
mg/dL→9.5 mg/dL)、総コレステロールにおいて 6.2%の増加 (186.2 mg/dL→197.8 mg/dL)、LDL-コ
レステロールにおいて 10.1%の増加 (100.3 mg/dL→110.4 mg/dL) であった。 
 
5.3.9 尿検査 
 摂取前及び摂取 12 週後の尿検査の結果を表 5-9 に示した。陽性反応が認められる被験者が散見
されたが、試験参加に問題のある被験者、及び試験食品が原因で重篤な体調不良が生じたと思わ
れる被験者は認められなかった。 
 
5.3.10 考察 
 本研究の目的は、HLP の摂取による非特異的 IgE と TARC の変化を調べ、アトピー性皮膚炎改
善効果を検証することであった。軽度のアトピー性皮膚炎の 11 名が被験者としてエントリーし、
HLP を 1 日 1000 mg 、12 週間摂取し、試験を完遂した 9 名を分析対象者とした。摂取前、摂取 6
週後、摂取 12 週後の 3 回、医師が問診を行い、アトピー性皮膚炎の病勢指標、アンケート、及び
安全性項目の測定も実施した。 
本研究において、アトピー性皮膚炎の病勢指標として用いた非特異的 IgE は、試験食品摂取後
低下する傾向が認められた。先行研究 (玉置 et al., 2006) では血清 IgE とアトピー性皮膚炎との関
連や、病態の重症度との関連が認められており、 HLP の継続摂取がアトピー性皮膚炎の症状を改
善する可能性を支持すると考えられる。一方、TARC は摂取による改善が認められなかった。そ
の理由の 1 つとして、本研究の試験参加者において、摂取前の TARC 値が低値だったためと考え
られる。先行研究 (玉置 et al., 2006；小宮根, 2009；中村, 2010)では、TARC の無病・有病診断基
準は 450 pg/mL、軽度・中等度診断基準は 700 pg/mL であるとされている。また健常者の平均値
は 213 pg/mL という報告 (玉置 et al., 2006)もある。本研究の試験参加者では、摂取前から摂取 6
週後、摂取 12 週後の平均値は 376.6 pg/mL、401.7 pg/mL、365.8 pg/mL を示しており、軽症のア
トピー性皮膚炎罹患者であることが、TARC データでも示されている。 
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医師による問診では、「頸部_皮疹の面積」で有意な改善を示し、HLP の摂取により頸部を中心
として改善する傾向にあった。この原因は頸部のみ他の部位と比較して症状が重かったことによ
ると考えられる。「腕」、「その他」、「全体」については、摂取前の症状が軽かったために軽
減効果が示されなかったのかもしれない。  
アトピー症状と QOL を主観的に評価した結果、Skindex-16 の「感情」及び DLQI の「症状・感
情」「総合得点」に有意傾向のある改善が認められた。この結果は HLP の摂取により、アトピー
症状による不快感やストレスが軽減したと推察される。VAS においても、「イライラ感」、「肌
の痒み」、「肌のつや」に有意傾向あるいは有意な改善が認められた。「肌の痒み」や「肌のつ
や」は皮膚症状を、「イライラ感」は症状によるストレスを反映していると考えれば、VAS の結
果は Skindex-16 及び DLQI の結果と一致することを示した。被験者のアトピー性皮膚炎に関する
主観的な評価の変化は、皮膚の症状とそれに関連するストレスや QOL が改善されたことを示した。 
安全性を検証するため、身体測定・理学検査、末梢血液検査、尿検査を行った。いくつかの項
目で摂取前後に変化が認められたが異常な変動はなく、試験食品摂取による問題はないと判断し
た。また有害事象もなかった。以上より、試験食品である HLP は、本研究の摂取条件下において
安全であったと言える。 
本研究の限界は対象数が少なく、プラセボ群を設定していないことであり、対象の背景を考慮
する必要がある。対象の罹患歴と治療薬使用の有無、個別の非特異的 IgE と TARC の結果を表 5-10
に示す。対象は数十年罹患した慢性罹患者であり、9 名のうち 3 名は治療薬使用者であった。し
かしながら摂取 12週後、治療薬未使用者 6名のうち 4名は、非特異的 IgEがそれぞれ 16.0%～22.2%
の減少率を示し、治療薬使用者 3 名のうち 2 名も減少傾向を示した。TARC の平均値は有意な減
少が認められなかったが、摂取 12 週後に治療薬未使用者 6 名のうち 4 名が、減少傾向を示した。
これらの結果も HLP の摂取がアトピー症状を軽減させると推察される。ただし、アトピー性皮膚
炎の改善に関わる成分は未特定である。HLP は様々な成分が含まれており、本研究デザインでは
特定の成分の影響は同定できず、今後の課題である。 
本研究では、軽度のアトピー性皮膚炎罹患者が HLP を 1 日 1000 mg 、12 週摂取すると、アト
ピー性皮膚炎素因である非特異的 IgE が低下する傾向が認められた。医師の問診とアンケートの
結果、頸部皮疹の面積と皮膚の症状に関連する感情やストレスの項目が改善したことが示された。
以上の結果から、HLP 摂取がアトピー性皮膚炎の症状を軽減させることが示唆される。しかしな
がら、本研究はプラセボ群を設定せず、n 数も少ない探索的な試験であり、HLP 摂取の影響を精
査するためには、将来 n 数を増やし、ランダム化プラセボ対照並行群間比較試験などを用いて検
証する必要がある。 
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5.4  まとめ 
 ヒトにおいて軽度アトピー性皮膚炎罹患者に HLP を摂取したところ、摂取前と比較して摂取 12
週後に非特異的 IgE が減少傾向を示し、また、肌の痒み、頸部皮疹の面積も摂取期間依存的に改
善が認められ、摂取 12 週後には摂取前に比べ有意差を示していたことから、ヒトにおいても HLP
の継続摂取により、アトピー素因や皮膚症状を改善する可能性が示唆された。また、バイオマー
カー (非特異的 IgE) の推移を鑑みると、免疫の過剰反応を抑制することによるものと考えられ、
その根幹となるメカニズムは免疫調節機能であるものと推察された。 
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表 5-1 試験食品の概要 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
試験食品
形状 ハードカプセル
HLP
1粒内容量：250 mg
１日摂取量 4粒（1000 mg／日）
原材料名
栄養成分（含有%） た んぱく質： 49.8% 、 脂 質 ： 21.1% 、 炭 水化 物：17.3%、水分：7.5%、灰分：4.3%
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表 5-2 非特異的 IgE と TARC の結果: 摂取前後の比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
検査項目 基準値 単位 有意確率 有意確率
IgE (RIST) 170以下 IU/mL 1171.0 ± 1830.6 1104.6 ± 1723.4 0.313 969.6 ± 1497.8 0.063 a
TARC 450未満 pg/mL 376.6 ± 218.1 401.7 ± 230.6 0.567 365.8 ± 230.5 0.894
平均値±標準偏差
摂取前 摂取6週後 摂取12週後
a: p < 0.10, Wilcoxon signed rank test with Bonferroni method
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表 5-3 医師による問診の結果: 摂取前後の比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
検査項目 単位 変化率(vs摂取前) 有意確率
変化率
(vs摂取前) 有意確率
頸部_紅斑・急性期の丘疹 点 3.1 ± 1.7 2.1 ± 2.2 -30.7% 0.180 1.4 ± 2.6 -55.6% 0.148
頸部_湿潤・痴皮 点 1.1 ± 1.4 0.5 ± 1.1 -48.4% 0.500 0.3 ± 0.6 -74.7% 0.250
頸部_慢性期の丘疹・結節・苔癬化 点 2.4 ± 1.9 1.7 ± 2.5 -28.2% 0.250 1.7 ± 2.6 -29.2% 0.297
頸部_皮疹の面積 点 3.6 ± 1.9 2.1 ± 1.5 -40.9% 0.008 a 1.6 ± 2.1 -55.8% 0.016 a
右腕_紅斑・急性期の丘疹 点 1.3 ± 2.0 0.9 ± 1.2 -32.6% 1.000 1.6 ± 2.2 24.6% 1.000
右腕_湿潤・痴皮 点 0.9 ± 1.9 0.3 ± 0.7 -65.1% 1.000 0.3 ± 0.3 -71.1% 1.000
右腕_慢性期の丘疹・結節・苔癬化 点 0.7 ± 1.7 0.7 ± 1.1 -4.5% 1.000 1.4 ± 2.1 84.1% 1.000
右腕_皮疹の面積 点 1.3 ± 2.3 1.3 ± 2.2 2.1% 1.000 1.6 ± 2.0 25.2% 1.000
左腕_紅斑・急性期の丘疹 点 2.0 ± 2.6 1.7 ± 1.6 -15.1% 1.000 1.6 ± 1.7 -19.1% 0.922
左腕_湿潤・痴皮 点 1.3 ± 2.5 1.2 ± 1.6 -9.0% 1.000 1.1 ± 1.6 -17.6% 1.000
左腕_慢性期の丘疹・結節・苔癬化 点 1.4 ± 1.9 1.2 ± 1.3 -14.5% 1.000 1.8 ± 1.7 23.9% 1.000
左腕_皮疹の面積 点 1.4 ± 1.5 1.6 ± 1.2 10.3% 0.960 1.8 ± 1.7 28.8% 0.739
その他_紅斑・急性期の丘疹 点 0.4 ± 0.7 1.2 ± 1.6 172.8% 0.375 0.7 ± 0.6 69.3% 0.875
その他_湿潤・痴皮 点 0.2 ± 0.4 0.4 ± 0.6 158.4% 0.500 0.5 ± 0.9 175.5% 0.875
その他_慢性期の丘疹・結節・苔癬化 点 0.6 ± 1.1 1.1 ± 1.4 77.8% 0.500 1.1 ± 1.3 83.0% 0.875
その他_皮疹の面積 点 0.8 ± 1.4 1.7 ± 2.5 115.1% 0.500 2.0 ± 2.4 157.3% 0.438
全体_紅斑・急性期の丘疹 点 6.8 ± 2.9 5.9 ± 2.8 -13.7% 0.273 5.3 ± 4.8 -21.9% 0.602
全体_湿潤・痴皮 点 3.4 ± 3.5 2.5 ± 2.2 -28.2% 0.766 2.0 ± 2.7 -40.4% 0.297
全体_慢性期の丘疹・結節・苔癬化 点 5.2 ± 3.4 4.7 ± 3.2 -8.9% 0.949 5.9 ± 4.5 14.6% 0.869
全体_皮疹の面積 点 7.1 ± 2.9 6.7 ± 3.3 -5.2% 0.920 7.1 ± 5.2 0.1% 1.000
その他_皮疹の面積 点 10.5 ± 4.6 9.6 ± 4.6 -8.8% 0.886 9.2 ± 7.6 -12.0% 0.800
全体
 (その他なし)_紅斑・急性期の丘疹 点 6.4 ± 3.2 4.7 ± 2.7 -26.2% 0.219 4.6 ± 5.1 -28.0% 0.602
全体
 (その他なし)_湿潤・痴皮 点 3.3 ± 3.6 2.0 ± 2.2 -37.6% 0.438 1.6 ± 2.1 -51.3% 0.156
全体
 (その他なし)_慢性期の丘疹・結節・苔癬化 点 4.6 ± 3.7 3.7 ± 3.2 -20.1% 0.818 4.8 ± 4.9 5.7% 0.984
全体
 (その他なし)_皮疹の面積 点 6.3 ± 3.5 5.0 ± 3.0 -20.4% 0.078 b 5.0 ± 5.2 -19.9% 0.477
平均値±標準偏差
摂取12週後摂取前 摂取6週後
a: p < 0.05, b: p < 0.10, Wilcoxon signed rank test with Bonferroni method
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表 5-4  Skindex-16 日本語版の結果 : 摂取前後の比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
検査項目 単位 変化率(vs摂取前) 有意確率
変化率
(vs摂取前) 有意確率
症状 点 2.0 ± 1.4 1.7 ± 1.5 -16.7% 0.734 1.8 ± 1.3 -11.1% 0.868
感情 点 3.7 ± 1.7 2.7 ± 1.6 -28.1% 0.320 2.4 ± 2.0 -34.5% 0.094 a
機能 点 0.7 ± 0.8 0.5 ± 0.7 -26.7% 1.000 0.4 ± 0.7 -43.3% 0.656
総得点 点 2.3 ± 1.2 1.7 ± 1.2 -25.5% 0.252 1.6 ± 1.3 -30.3% 0.158
平均値±標準偏差
a: p < 0.10, Wilcoxon signed rank test with Bonferroni method
摂取6週後摂取前 摂取12週後
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表 5-5 DLQI 日本語版の結果: 摂取前後の比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
検査項目 単位 変化率(vs摂取前) 有意確率
変化率
(vs摂取前) 有意確率
症状・感情 点 2.4 ± 1.0 1.3 ± 1.2 -45.5% 0.313 1.3 ± 0.9 -45.5% 0.070 a
日常活動 点 0.6 ± 0.7 0.3 ± 0.7 -40.0% 1.000 0.6 ± 1.0 0.0% 1.000
レジャー 点 0.1 ± 0.3 0.1 ± 0.3 0.0% 1.000 0.1 ± 0.3 0.0% 1.000
仕事・学校 点 0.2 ± 0.4 0.1 ± 0.3 -50.0% 1.000 0.1 ± 0.3 -50.0% 1.000
人間関係 点 0.1 ± 0.3 0.0 ± 0.0 -100.0% 1.000 0.0 ± 0.0 -100.0% 1.000
治療 点 0.2 ± 0.4 0.1 ± 0.3 -50.0% 1.000 0.1 ± 0.3 -50.0% 1.000
総合得点 点 4.7 ± 1.8 2.8 ± 2.2 -40.5% 0.125 3.2 ± 2.4 -31.0% 0.078 a
摂取6週後摂取前 摂取12週後
a: p < 0.10, Wilcoxon signed rank test with Bonferroni method
平均値±標準偏差
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表 5-6 VAS の結果: 摂取前後の比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
検査項目 単位 変化率(vs摂取前)
有意確率
(Dunnet)
変化率
(vs摂取前)
有意確率
(Dunnet)
排便の改善 点 6.9 ± 1.9 6.6 ± 1.9 -3.1% 0.777 6.8 ± 2.3 -0.8% 0.982
疲れやすさ 点 4.1 ± 2.9 4.8 ± 2.6 17.0% 0.593 3.9 ± 2.8 -4.9% 0.955
総合的な体調の良さ 点 5.6 ± 2.8 5.6 ± 2.8 -0.8% 0.998 5.1 ± 2.7 -9.8% 0.760
イライラ感 点 4.7 ± 3.0 6.0 ± 2.6 27.0% 0.797 6.7 ± 1.4 41.6% 0.063 c
目覚めの良さ 点 4.6 ± 2.4 5.5 ± 1.8 19.0% 0.386 5.6 ± 2.8 21.0% 0.324
体調の変化について 点 6.1 ± 1.8 6.4 ± 1.8 4.4% 0.336 6.6 ± 1.9 7.4% 0.352
体力がついた 点 4.8 ± 2.1 4.4 ± 1.9 -9.0% 0.555 3.8 ± 2.2 -20.6% 0.085 b
肌のつや 点 4.3 ± 3.2 5.6 ± 2.3 28.7% 0.098 b 5.4 ± 2.8 23.5% 0.190
精神的ストレス状態 点 2.8 ± 2.8 4.1 ± 3.2 44.5% 0.219 3.9 ± 3.2 38.3% 0.172
肌の痒み 点 2.9 ± 1.8 4.5 ± 2.5 53.4% 0.168 5.3 ± 2.8 82.8% 0.027 a
平均値±標準偏差
a: p < 0.05, b: p < 0.10, Dunnett test
c: p < 0.10, Wilcoxon signed rank test with Bonferroni method
摂取6週後摂取前 摂取12週後
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表 5-7 身体測定・理学検査 の結果: 摂取前後の比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
検査項目 単位 変化率(vs摂取前) 有意確率
身長 cm 160.1 ± 8.1
体重 kg 53.3 ± 8.9 53.9 ± 9.2 1.2% 0.115
BMI kg/m2 20.7 ± 2.7 21.0 ± 2.5 1.2% 0.100
体脂肪率 % 23.7 ± 7.0 24.8 ± 6.3 4.7% 0.068 b
収縮期血圧 mmHg 106.6 ± 7.6 107.7 ± 6.1 1.0% 0.440
拡張期血圧 mmHg 62.8 ± 6.3 65.1 ± 6.1 3.7% 0.036 a
心拍数 bpm 62.3 ± 3.8 65.7 ± 5.4 5.3% 0.227
摂取前 摂取12週後
平均値±標準偏差
a: p < 0.05, b: p < 0.10, Paired t -test
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表 5-8 末梢血液検査の結果: 摂取前後の比較 
 
 
 
 
検査項目 基準値 単位 変化率(vs 摂取前) 有意確率
白血球数 3300-9000 /μL 6244.4 ± 1094.4 5400.0 ± 1376.6 -13.5% 0.126
赤血球数 男性：430-570女性：380-500 ×10
4/μL 433.3 ± 39.9 446.3 ± 24.6 3.0% 0.195
ヘモグロビン 男性：13.5-17.5女性：11.5-15.0 g/dL 12.9 ± 1.1 13.2 ± 0.6 2.6% 0.113
ヘマトクリット 男性：39.7-52.4女性：34.8-45.0 % 40.2 ± 3.2 41.1 ± 2.0 2.2% 0.191
血小板数 14.0-34.0 ×104/μL 24.8 ± 3.6 25.6 ± 4.2 3.3% 0.413
MCV 85-102 fL 93.0 ± 3.9 92.1 ± 4.9 -1.0% 0.212
MCHC 28.0-34.0 pg 29.8 ± 1.7 29.7 ± 1.7 -0.4% 0.459
MCHC 30.2-35.1 % 32.0 ± 0.7 32.2 ± 0.3 0.4% 0.504
好中球率 40.0-75.0 % 59.1 ± 10.0 57.0 ± 9.8 -3.6% 0.635
リンパ球率 18.0-49.0 % 30.4 ± 7.7 30.5 ± 8.3 0.1% 1.000
単球率 2.0-10.0 % 5.4 ± 1.0 6.3 ± 1.2 17.6% 0.141
好酸球率 0.0-8.0 % 4.6 ± 4.8 5.7 ± 5.3 23.1% 0.191
好塩基球率 0.0-2.0 % 0.5 ± 0.4 0.5 ± 0.3 14.6% 0.590
好中球数 - /μL 3754.9 ± 1133.4 3158.3 ± 1293.6 -15.9% 0.309
リンパ球数 - /μL 1866.4 ± 448.0 1600.6 ± 447.2 -14.2% 0.061 a
単球数 - /μL 329.3 ± 52.3 335.3 ± 79.7 1.8% 0.851
好酸球数 - /μL 264.4 ± 220.2 278.2 ± 225.7 5.2% 0.734
好塩基球数 - /μL 29.5 ± 27.6 27.6 ± 18.5 -6.4% 0.734
AST (GOT) 10-40 U/L 16.0 ± 1.9 16.2 ± 4.0 1.4% 0.849
ALT (GPT) 5-45 U/L 11.3 ± 3.0 12.6 ± 4.4 10.8% 0.412
γ-GTP
男性：80以下
女性：30以下 U/L 16.7 ± 5.9 17.2 ± 7.3 3.3% 0.781
ALP 100-325 U/L 192.7 ± 43.1 186.0 ± 42.6 -3.5% 0.403
LD (LDH) 120-240 U/L 173.7 ± 13.7 179.8 ± 25.8 3.5% 0.494
LAP
男性：45-81
女性：37-61 U/L 49.6 ± 6.4 49.6 ± 6.5 0.0% 1.000
総ビリルビン 0.2-1.2 mg/dL 0.7 ± 0.2 0.7 ± 0.2 11.9% 0.376
コリンエステラーゼ
 (ChE) 男性：234-493女性：200-452 U/L 276.3 ± 61.7 290.1 ± 78.4 5.0% 0.170
ZTT 2.0-12.0 U 7.2 ± 3.0 7.7 ± 3.5 6.6% 0.143
総蛋白 6.7-8.3 g/dL 7.2 ± 0.3 7.2 ± 0.4 0.8% 0.540
尿素窒素 8.0-20.0 mg/dL 12.3 ± 3.1 12.1 ± 2.9 -1.8% 0.758
クレアチニン 男性：0.61-1.04女性：0.47-0.79 mg/dL 0.6 ± 0.1 0.6 ± 0.1 -2.9% 0.128
尿酸 男性：3.8-7.0女性：2.5-7.0 mg/dL 4.5 ± 0.7 4.4 ± 0.8 -3.4% 0.474
CK
男性：60-270
女性：40-150 U/L 95.0 ± 61.3 78.6 ± 27.9 -17.3% 0.461
カルシウム 8.4-10.4 mg/dL 9.3 ± 0.3 9.5 ± 0.2 1.9% 0.099 a
血清アミラーゼ 40-122 U/L 71.3 ± 9.4 65.9 ± 9.0 -7.6% 0.224
摂取12週後摂取前
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総コレステロール 120-219 mg/dL 186.2 ± 26.4 197.8 ± 42.5 6.2% 0.094 a
HDL－コレステロール 男性：40-85女性：40-95 mg/dL 66.9 ± 14.3 65.9 ± 18.0 -1.5% 0.689
LDL－コレステロール 65-139 mg/dL 100.3 ± 23.8 110.4 ± 33.6 10.1% 0.055 a
TG (中性脂肪) 30-149 mg/dL 54.4 ± 20.2 69.8 ± 30.3 28.2% 0.120
遊離脂肪酸 0.10-0.90 mg/dL 0.5 ± 0.3 0.7 ± 0.2 42.0% 0.129
グルコース 30-149 mEq/L 77.2 ± 8.7 82.9 ± 13.1 7.3% 0.047 b
グリコアルブミン 12.3-16.5 % 14.2 ± 1.7 13.8 ± 1.5 -2.7% 0.023 b
平均値±標準偏差
a: p < 0.10, Paired t -test
b: p < 0.05, Wilcoxon signed rank test with Bonferroni method
94 
 
表 5-9 尿検査の結果: 摂取前後の比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ID 性別 年齢 (歳) 検査 ブドウ糖 蛋白 ビリルビン ウロビリノーゲン pH 潜血 ケトン体
摂取前 正常 ± - 2 6.0 ± -
摂取12週後 正常 - - 正常 6.0 - -
摂取前 正常 - - 正常 6.0 - -
摂取12週後 正常 - - 正常 5.0 - -
摂取前 正常 - - 正常 5.0 - -
摂取12週後 正常 - - 正常 5.0 + -
摂取前 正常 - - 正常 5.0 - -
摂取12週後 正常 - - 正常 7.0 - -
摂取前 正常 ± - 正常 5.0 - -
摂取12週後 正常 ± - 正常 5.0 - -
摂取前 正常 - - 正常 5.0 ± 2
摂取12週後 正常 - - 正常 6.0 ± -
摂取前 正常 ± - 2 6.0 - -
摂取12週後 正常 ± - 正常 6.0 - -
摂取前 正常 - - 正常 5.0 - -
摂取12週後 正常 ± - 正常 6.0 - -
摂取前 正常 ± - 正常 7.0 - -
摂取12週後 正常 - - 正常 5.0 ± -
3301 女性 38
3303 女性 31
3296 男性 58
3299 女性 29
3295 女性 50
3292 女性 45
3293 男性 47
3290 女性 30
3291 女性 33
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表 5-10 各対象者のアトピー性皮膚炎治療薬摂取状況及び非特異的 IgE・TARC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ID 年齢 (歳) いつからアトピー症状が出たか 治療薬服用
(歳) 摂取前 摂取6週後 摂取12週後 摂取前 摂取6週後 摂取12週後
3290 30 5 無し 25 25 21 233 291 220
3291 33 1～5 あり 5200 5000 4100 842 825 754
3292 45 2～3 あり 23 22 24 416 434 320
3293 47 42 あり 3200 2800 2900 547 546 625
3295 50 20～29 無し 13 11 13 130 125 125
3296 58 28 無し 98 93 98 264 203 265
3299 29 1～5 無し 630 660 490 446 645 600
3301 38 1～4 無し 1200 1200 960 205 317 201
3303 31 0 無し 150 130 120 306 229 182
非特異的IgE (IU/mL) TARC (pg/mL)
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第6章 総括 
本研究では蜂の子の機能性を評価するにあたり、その生理活性、特に免疫調節ポテンシャルに
焦点を当てた展開を図ることを目的に据え、免疫システムの破綻が一病因とされる悪性腫瘍に対
する効果及びアトピー性皮膚炎に対する効果について検証した。産卵後 21 日目の雄ミツバチ幼虫
を凍結乾燥した粉末である蜂の子末 (HLP) と HLP を 70%エタノールで抽出した蜂の子抽出液 
(HLE) を調製し、主に下記評価を行った。 
BALB/c マウスを用いた皮下及び尾静脈異種移植モデルを構築し、HLP の抗腫瘍効果について
様々な角度から検証を行った (第 2 章)。また、免疫応答の評価試験として用いられるマクロファ
ージ (RAW264.7) 細胞を用い、HLE による免疫賦活及び抗炎症効果を検証した (第 3 章)。アトピ
ー性皮膚炎モデルマウスとして NC/Nga マウスを用い、HLP の摂取がアトピー性皮膚炎に対して
どのような影響を及ぼすかを皮膚病変の推移や血清中のサイトカイン濃度により検証した (第 4
章)。また、軽度なアトピー性皮膚炎罹患者を対象とした臨床試験において、ハードカプセルに充
填された HLP を摂取させ、血清 IgE 及び TARC の評価を行うとともに、医師の立会いのもと皮膚
症状と QOL に関するアンケート調査及び問診により、アトピー性皮膚炎症状の改善について検証
した (第 5 章)。これまでの研究成果は以下の通りである。 
1. メラノーマ、乳がん担持マウスにおける蜂の子末経口摂取の影響 
HLP と HLE の成分を分析し、アミノ酸の組成が解明された。乳がん細胞担持マウスに蜂の子末
を経口投与したところ、腫瘍の重量及び体積は用量依存的に減少傾向が認められた。陽性対照群
と比較し、HLP の投与により炎症マーカーである TNF-α は減少した。H&E による腫瘍組織の染
色の結果、 HLP の投与が腫瘍に対する細胞死を誘起していると示唆された。CD31 による組織学
的分析から、HLP の投与により腫瘍の血管新生の抑制が確認され、転移抑制効果も期待された。 
メラノーマ細胞担持マウスにより、転移抑制効果を確認したところ、陽性対照群では、メラノ
ーマの顕著な肺転移が見られたのに対し、HLP 投与群では、陽性対照群と比較し、用量依存的に
腫瘍重量が減少した。脾臓重量に関しては全ての試験群において有意差は認められなかった。フ
ローサイトメトリーの結果より、HLP は、CD8+ 細胞ではなく、CD4+細胞を活性化することが示
唆された。HLP の経口投与は、BALB/c マウスモデルにおける腫瘍増殖及び肺転移を抑制し、末梢
血液中の CD4+ 細胞を有意に増進することを in vivo 系において明らかにした。 
2. 蜂の子抽出液を用いての in vitro 系における生理活性評価とメカニズム解析 
ヒト乳がん細胞 MDA-MB-231 及び MCF7、マウスメラノーマ細胞 B16-F10、マウス乳がん細胞
4T1-LUC、ヒト正常線維芽細胞 TIG3 及びヒト胎児線維芽細胞 MRC5 の細胞存在率は、HLE の添
加濃度によらず、ほぼ一定であることが示された。HLE 自体に直接腫瘍細胞を壊死させる効果は
認められず、また、正常細胞に対しても悪影響は認められなかった。RAW 264.7 細胞の細胞存在
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率は、HLE の添加濃度依存的に向上し、HLE 125 μg/mL 濃度の添加量から有意に向上していた。
DOX の添加により、RAW 264.7 細胞の細胞存在率が著しく低下し、マクロファージ中のアポトー
シス誘導に関与する Caspase 3 の発現が低下し、顕著なアポトーシス誘導が認められたが、HLE の
添加により、細胞存在率の回復が認められ、Caspase 3 の発現が活性化され、濃度依存的にアポト
ーシス誘導が抑制された。H2O2の添加により、RAW 264.7細胞の細胞存在率は著しく低下したが、
HLE の添加で細胞存在率の回復が認められた。LPS の添加により、RAW 264.7 細胞の NO 及び IL-
6 は増加したが、HLE を添加すると、濃度依存的に NO 及び IL-6 の産生が抑制された。メラノー
マ細胞 B16-F10 及び乳がん細胞 4T1-LUC に対し、HLE を添加すると、濃度依存的に EZH2 mRNA
の発現が抑制された。その根幹のメカニズムとして、腫瘍の発生と亢進に相関が高いとされる
EZH2 の過剰発現を抑制することで抗腫瘍効果を示すことが考えられた。 
3. 蜂の子末の経口摂取が NC/Nga マウスに及ぼすアトピー性皮膚炎改善効果 
TNCB にてアトピー性皮膚炎を誘発させた NC/Nga マウスを用いて、HLP の改善効果を評価し
た。陽性コントロール群では顕著な皮膚炎徴候が認められたことに対し、HLP 混合飼料投与群に
おいては皮膚炎徴候を用量依存的に抑制した。陽性対照群では耳介の顕著な肥厚及び変形が認め
られたことに対し、HLP 混合飼料投与群においては、当該徴候の抑制が認められた。皮膚炎スコ
アにおいては、陽性対照群と 0.5%及び 1.0%HLP 添加飼料投与群との間に有意差が認められた。
HLP の投与により、マウス血清の IgE、IL-4 及び IFN-γ の上昇を抑制した。皮膚 IL-18 及び IL-12
についても同様、上昇を抑制した。よって、HLP には免疫の過剰反応を抑制することでアトピー
性皮膚炎の病態を軽減する機能があることが明らかになった。 
4. 蜂の子末の経口摂取がヒト・軽度アトピー性皮膚炎に及ぼす影響 
軽度のアトピー性皮膚炎罹患者が HLP を 1 日 1000 mg 、12 週摂取すると、アトピー性皮膚炎
素因である非特異的 IgE が低下する傾向が認められた。医師の問診とアンケートの結果、頸部皮
疹の面積と皮膚の症状に関連する感情やストレスの項目が改善したことが示された。HLP の継続
摂取により、アトピー素因や皮膚症状を改善する可能性が示唆された。また、バイオマーカー (IgE、
サイトカイン) の推移を鑑みると、免疫の過剰反応を抑制することによるものと考えられ、その
根幹となるメカニズムは免疫調節機能であるものと推察された。 
上記研究結果より蜂の子は、T 細胞を刺激し、免疫の過剰反応を抑えることで、アトピー性皮
膚炎緩和作用を示した。一方、悪性腫瘍に対しては免疫を活性化することで抗腫瘍効果を示し、
蜂の子には免疫調節機能があることを世界で始めて明らかにした。また、その根幹には EZH2 の
関与が示唆された。EZH2 は遺伝子にエピジェネティックな作用を加えて遺伝子の発現を抑制す
るタンパクである。がん細胞においては EZH2 の過剰発現が報告されているが (Varambally et al., 
2002; Kleer et al., 2003)、これは免疫反応に対して抑制的に働くと推察される。つまり、HLE は EZH2
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の過剰発現を抑制し、免疫反応を活性化すること抗腫瘍効果を示したと考えられる。一方、アト
ピー性皮膚炎と EZH2 の関連性については、EZH2 が T 細胞の分化やサイトカイン産生のブレー
キ役となり、EZH2 欠損マウスでは大量のサイトカインを分泌し、アトピー性皮膚炎を発症するこ
とが報告されている (Tumes et al., 2013)。したがって、本研究から蜂の子は EZH2 に作用し、免疫
調節に関与することで抗腫瘍及びアトピー性皮膚炎緩和効果を発現することが示唆された (図 6-
1, 2)。 
本研究において HLP 及び HLE を用いて抗腫瘍、抗アレルギーの両面から免疫調節機能につい
て検証し、機能性及びそのメカニズム解析を行った結果、蜂の子は機能性食品分野だけでなく臨
床医学分野に向けても有用であることを示唆する基礎情報を提供できたが、実際には機能を有す
る成分を分子レベルで解明できていない。今後、HLP の分画を行い、それぞれの画分が機能性を
有するか評価した後、NMR 及び MS を使用し、機能性成分の構造解析を行うことは重要な知見と
なると考えられる。 
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図 6-1 蜂の子の抗腫瘍効果作用機序推察（A：蜂の子添加前 B：蜂の子添加後） 
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図 6-2 蜂の子のアトピー性皮膚炎緩和効果作用機序推察（A：蜂の子添加前 B：蜂の子添加後） 
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